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Morje, ki ga sicer sestavlja množica habitatov oziroma skoraj ločenih ekosistemov, je 
prevladujoč element na našem planetu. Kljub temu da človeštvo že od pamtiveka 
izkorišča njegovo živalsko bogastvo, pa je morsko rastlinstvo kar malo v ozadju. V 
zadnjem času se zanimanje za morske alge kot vir surovin v živilski in farmacevtski 
industriji povečuje. Gre predvsem za karagenan in agar, ki sta pogosto uporabljena 
prehranska dodatka. Pred uporabo ju je potrebno obdelati, kar lahko naredimo tudi z 
encimi. Slednje je pravzaprav priporočljivo, saj z njihovo uporabo zmanjšujemo tako 
kemično kot energetsko obremenitev okolja s strani tehnologije. Blagodejni učinki 
biokatalize oziroma uporabe očiščenih encimov v biotehnoloških transformacijah so 
dobro znani in zato je biokataliza široko uporabljana tudi na poljih, kjer je še do 
nedavnega dominirala »kemijska« nespecifična kataliza. »Morski« encimi so še 
relativno slabo preiskani, tako s strani substratne specifičnosti kot samih mehanizmov 
katalize in so eden od večjih obetov za biokatalizo. 
Cilji naloge: 
• sekvenciranje, taksonomska uvrstitev in anotacija sevov Cellulophaga sp. in 
Polaribacter sp., izoliranih iz Koprskega zaliva. 
• preiskava sposobnosti razgradnje različnih polisaharidov (karagenan, agar, 
alginat, celuloza itd.)  
• inventarizacija vseh encimov, ki so aktivni na polisaharidih (Carbohydrate 
Active Enzymes – CAZY). 
• primerjalna genomika z vidika razgradnje polisaharidov na nivoju obeh rodov 
• izraziti agarazo in karagenazo in dokazati njuno aktivnost 
Z magistrskim delom smo preverjali naslednji hipotezi: 
• seva Cellulophaga sp. in Polaribacter sp. vsebujeta več genskih skupkov, ki 
kodirajo encime in vezavne proteine za razgradnjo pogostih polisaharidov iz 
morskih alg. 
• seva Cellulophaga sp. in Polaribacter sp. se od drugih predstavnikov teh rodov 
razlikujeta po naboru encimov CAZY.  
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2 PREGLED OBJAV 
V morju živi največ bakterij in drugih mikroorganizmov (približno 3×1028 bakterij in 
trikrat manj arhej) (Madigan in sod., 2012), zato je morska mikrobiologija pomembno 
raziskovalno področje. 
Večina morskih mikroorganizmov je majhnih, kar je posledica nizkih koncentracij 
hranil (predvsem dušika, fosforja in železa), za hitrost metabolizma pa je neugodna tudi 
nizka temperatura oceanov. Ob obalah je zaradi višjih temperatur in pritoka hranil s 
kopnega število organizmov večje. Posledica težavnih življenjskih razmer je nižja 
gostota bakterij (106 na mililiter morske vode v oceanih – v sladkih vodah je ta številka 
tudi več desetkrat višja). Kljub temu so oceani zaradi svoje velikosti ključni za kroženje 
številnih elementov na Zemlji, ob podnebnih spremembah se predvsem izpostavlja 
fiksacija ogljika. (Madigan in sod., 2012)  
Alge so v morju najpomembnejši primarni producent. Lahko so enocelične ali 
večcelične. Delijo se na rjave, rdeče in zelene alge. Njihove celične stene so večinoma 
sestavljene iz polisaharidov. Zelene alge so sorodne kopenskim rastlinam, rdeče in rjave 
alge pa se od njih precej razlikujejo (Domozych, 2011). Rdeče alge so pogoste v 
tropskih in subtropskih morjih, predvsem pa v koralnih grebenih (Gurgel in Lopez-
Bautista, 2001). Rjave alge so v obalnih regijah pogosto dominantni organizem 
primarne produkcije (Cock in sod., 2011). Njihov glavni strukturni polisaharid je 
alginat, založni pa laminarin (Martin in sod., 2014). Glavna polisaharida rdečih alg sta 
agar in karagenan, glavni polisaharid celičnih sten zelenih alg pa je ulvan (Martin in 
sod., 2014). 
Med bakterijami so v morjih najštevilčnejše cianobakterije, predvsem rod 
Prochlorococcus, ki velja za najpogostejši organizem na Zemlji. Druga pomembna 
skupina morskih bakterij je deblo Proteobacteria, ki večinoma razgrajujejo monomere 
organskih molekul (Madigan in sod., 2012). 
 
2.1 VLOGA BAKTEROIDET V MORJU 
Poleg cianobakterij in proteobakterij so v morjih najpogostejše še bakterije iz debla 
Bacteroidetes – bakteroidete (Fernández-Gómez in sod., 2013). 
Vloga bakteroidet je razgradnja organskih polimerov, tako v prsti in prebavilih sesalcev 
kot tudi v morju (Thomas in sod., 2011), kar se kaže v velikem številu genov za encime, 
ki tako razgradnjo izvršujejo. 
Vloga bakteroidet se v morju pokaže predvsem po povečani produkciji pri eutrofikaciji 
(cvetenju alg), ko je polisaharidov res veliko. Takrat se število teh bakterij drastično 
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poveča, šele kasneje, ko so kompleksni polisaharidi že razgrajeni, pa se poveča tudi 
število drugih bakterij, predvsem proteobakterij (Teeling in sod., 2012). Tudi znotraj 
bakteroidet obstajajo različne niše, tako da lahko opazujemo spreminjanje števila 
posameznih vrst po eutrofikaciji (Buchan in sod., 2014). 
Večina razgradnje polimerov se vrši z izvenceličnimi encimi. Ti encimi razgradijo 
kompleksne polisaharide na manjše dele, ki se lahko prenesejo v celico. Pri razgradnji 
nastanejo lažje dostopni viri ogljika, ki jih lahko uporabijo tudi drugi organizmi, s tem 
pa primarni razgrajevalci vplivajo na celoten vodni stolpec. Razgradnja polisaharidov ni 
nujno omejujoči dejavnik porabe organskega ogljika, je pa pogosto najpočasnejši. 
Razgradi se skoraj vsa biomasa primarne produkcije, le okoli promila mase se shrani v 
sedimentu (Arnosti, 2011).  
V oceanih bakteroidete večinoma živijo pritrjene na živo ali neživo površino (Thomas 
in sod., 2011). Živa površina so predvsem alge, neživa pa sediment in »morski sneg« 
(agregati organske snovi). Morski sneg je glavni vir organske snovi za globje dele morja 
in sediment. Na morskem snegu so bakteroidete prevladujoče bakterijsko deblo 
(Thomas in sod., 2011). Na algah živi med 106 in 109 bakterij na kvadratni centimeter, 
med njimi prednjačijo bakteroidete in proteobakterije (Martin in sod., 2014). 
Poleg pritrjenega imajo nekatere bakteroidete tudi drug način življenja; ob pomanjkanju 
hranil preidejo v planktonsko obliko (Thomas in sod., 2011). V planktonski obliki 
nekatere uporabljajo protein proteorodopsin, ki jim omogoča sintezo ATP s svetlobo kot 
virom energije, fiksirajo pa tudi ogljikov dioksid (Gonzalez in sod., 2008). 
Morske bakteroidete spadajo v razred Flavobacteria, ki je največji razred znotraj debla 
Bacteroidetes (Thomas in sod., 2011). Najpogostejši in najboljše raziskani so rodovi 
Cellulophaga, Polaribacter, Gramella, Dokdonia, Leeuwenhoekiella, Zobellia, 
Zunongwangia in drugi (Thomas in sod., 2011; Fernández-Gómez in sod., 2013). Na 
splošno velja, da so bakteroidete z večjimi genomi (Zobellia, Cellulophaga …) splošni 
razgrajevalci morskih polisaharidov, tiste z manjšimi genomi (Polaribacter, Dokdonia 
…) pa so bolj specializirane za določene niše in preživetje s proteorodopsinom (Thomas 
in sod., 2011). 
 
2.2 CAZY 
CAZY (ang. Carbohydrate active enzymes – na ogljikovih hidratih aktivni encimi) so 
encimi, ki največkrat razgrajujejo polisaharide. Razdeljeni so na razrede: glikozil-
hidrolaze – GH, glikozil-transferaze – GT, liaze polisaharidov – PL, esteraze ogljikovih 
hidratov – CE, moduli za vezavo ogljikovih hidratov – CBM in pomožne enote – AA 
(Lombard in sod., 2014). Razredi so razdeljeni v družine, ki so oblikovane glede na 
zaporedje aminokislin v encimu. Primer družine je GH13, kar je družina glikozil-
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hidrolaz številka trinajst. Družine so določene glede na zaporedje aminokislin, ne pa 
glede na funkcijo encima. Družine encimov CAZY so pogosto polisubstratne (encimi v 
njih razgrajujejo različne substrate), zato nam podatek o družini ne pove nujno, katero 
reakcijo encim katalizira. Podatki o encimih CAZY so zbrani v spletni bazi CAZY 
(www.cazy.org). 
 
2.3 PUL  
Bakterije debla Bacteroidetes so znane po razgradnji polisaharidov. Za razgradnjo 
uporabljajo encime CAZY, genska zaporedja, ki kodirajo njihovo izražanje in 
regulacijo, pa so urejena v lokuse imenovane PUL. PUL (ang. Polysaccharide 
utilization locus – lokus uporabe polisaharidov) je gruča genov, ki se izražajo skupaj, 
njihovi produkti pa se uporabljajo za razgradnjo polisaharidov (Grondin in sod., 
2017)(Slika 1). Prvi odkrit in najbolj preučen je lokus PUL Sus pri bakteriji Bacteroides 
thetaiotaomicron. Sestavljen je iz sedmih genov (Glenwright in sod., 2017), ki kodirajo 
encime CAZY, transporterja skozi membrano SusC in SusD ter druge proteine za 
vezavo polisaharida (v tem primeru škroba). SusC in SusD se uporabljata pri iskanju 
novih lokusov PUL, saj sta njuna homologa prisotna pri vseh lokusih PUL, poleg tega 
pa se iz podobnosti med preiskovanim parom SusC/SusD in že znanim parom 
SusC/SusD da sklepati na funkcijo lokusa PUL (McBride in sod., 2009). V zadnjih letih 
se je začela kot del baze CAZY razvijati spletna baza PULdb (Terrapon in sod., 2018), 
kjer najdemo več kot 800 genomov z znanimi lokusi PUL. 
 
Slika 1: Primer delovanja produktov lokusa PUL za razgradnjo polisaharida. Prirejeno po Grondin in sod. 
(2017). Vidimo lahko transporterje skozi membrano (na sliki TBDT – od TonB odvisni transporterji), 
izvencelične encime (na sliki GH3, GH10 … izven celice) in druge encime (GH43, GH10 znotraj celice 
oziroma v periplazmatskem prostoru). 
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Polisaharidi so polimerne molekule ogljikovih hidratov. V morskem okolju jih 
proizvajajo predvsem alge, ki jih uporabljajo kot strukturne ali založne snovi. Za 
razgradnjo teh polisaharidov se uporabljajo drugačni encimi, kot za razgradnjo 
kopenskih, tako da je bilo z raziskovanjem morskih encimov odkritih več novih družin 
CAZY (Michel in Czjzek, 2013). Zaradi velikih razlik med habitati v morju, so ti 
encimi prilagojeni za delovanje pri različnih razmerah, med katerimi so nekatere 
biotehnološko zanimive (visoka slanost, visok tlak, nizka temperatura) (Michel in 
Czjzek, 2013).  
 
2.4.1 Agar 
Agar je poleg karagenana glavni strukturni polisaharid celičnih sten rdečih alg (Michel 
in Czjzek, 2013). 
Agar je sestavljen iz agaroze in agaropektina. Oba disaharida sta sestavljena iz L-
galaktoze in D-galaktoze, ki sta modificirani. Biotehnološko zanimiva je le agaroza. 
Agaroza je sestavljena iz L-anhidrogalaktoze in D-galaktoze, pogosto pa je še dodatno 
modificirana (Slika 2). Pogosta modifikacija je sulfatiranje. S sulfatiranjem nastane 
porfiran iz L-galaktoze-6-sulfat in D-galaktoze (Slika 3) (Hehemann in sod., 2014). 
Deleži teh različic agaroze so odvisni od vrste alge (Correc in sod., 2011). 
 
Slika 2: Struktura enote agaroze (Genicot-Joncour in sod., 2009). 
Encimi za razgrajevanje agarja so agaraze, ki se glede na cepljeno vez delijo na α- in β-
agaraze in po sistemu CAZY pripadajo družinam GH16, GH50, GH86, GH96, GH117 
in GH118 (Hehemann in sod., 2014). Najpomembnejši in najbolj preiskani so encimi 
družine GH16, ki so β-agaraze in izvajajo endo-cepitev polisaharida (Hehemann in sod., 
2014). Za razgradnjo do monosaharidov so potrebni še drugi encimi, ki razgradijo 
nastale oligosaharide (Michel in Czjzek, 2013).  
 
Slika 3: Struktura enote porfirana (Genicot-Joncour in sod., 2009). 
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Tudi karagenan je strukturni polisaharid rdečih alg (Michel in Czjzek, 2013), pri 
nekaterih vrstah lahko doseže do 50 odstotkov suhe mase (Rhein-Knudsen in sod., 
2015). Zgrajen je iz D-galaktoznih in anhidrogalaktoznih podenot, linearno povezanih z 
β-1,4 in α-1,3 vezmi in dodatnimi sulfatnimi skupinami (Slika 4). Glede na število 
sulfatnih skupin se delijo na κ-, ι- in λ-karagenan (Michel in sod., 2006).  
 
Slika 4: Struktura enote κ-karagenana (Genicot-Joncour in sod., 2009). 
Karagenan razgrajujejo karagenaze. Te so specifične glede na vrsto karagenana, tako da 
obstajajo κ-karagenaze GH16, ι-karagenaze GH82 in λ-karagenaze, ki še niso uvrščene 
v nobeno družino CAZY, a niso sorodne ostalim karagenazam (Chauhan in Saxena, 
2016). 
Karagenan se kemijsko pridobiva z različnimi ekstrakcijami, najpogostejša je 
precipitacija z alkoholom, pri kateri dobimo najčistejši karagenan (Wijesekara in sod., 
2011). 
Več študij raziskuje uporabnost karagenana v protitumorski, protivirusni in 
antikoagulantni terapiji (Campo in sod., 2009), obstajajo pa pomisleki glede na škodljiv 
vpliv karagenana na gastrointestninalni trakt (Tobacman, 2001).  
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Alginat je glavni strukturni polisaharid rjavih alg, prisoten pa je tudi pri nekaterih 
bakterijah. Sestavljen je iz D-manuronske kisline in L-guluronske kisline (Slika 5) 
(Hehemann in sod., 2014). 
 
Slika 5: Struktura alginata (Lee in Mooney, 2012). 
Encimi za razgradnjo alginata so alginat-liaze, ki po sistemu CAZY spadajo v družine 
PL5, PL6 PL7, PL14, PL15 in PL17 (Hehemann in sod., 2014). Prisotne so pri morskih 
bakterijah, ki razgrajujejo celične stene alg, in pri kopenskih bakterijah, ki razgrajujejo 
celične stene bakterijske eksopolisaharidne kapsule (Michel in Czjzek, 2013).  
Alginat je uporaben v medicini, predvsem zaradi tvorbe gela (Senni in sod., 2011), pri 
bolnikih s cistično fibrozo pa je alginat eden izmed kazalcev na infekcijo z bakterijo 
Pseudomonas aeruginosa (Ramsey in Wozniak, 2005). 
Agaroza, κ-karagenan, ι-karagenan in alginat tvorijo gele, ki se pogosto uporabljajo v 
mikrobiologiji, biotehnologiji, farmaciji in prehrambeni industriji (De Ruiter in 
Rudolph, 1997). Uporabni so predvsem za imobilizacijo celic ali encimov (Necas in 
Bartosikova, 2013). Karagenan se uporablja v prehrambeni industriji, predvsem 
sladicah, ima pa še veliko drugih uporabnih vrednosti (zobne kreme, šamponi, kreme, 
gašenje požarov …) (Necas in Bartosikova, 2013). 
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2.5 UPORABNOST MORSKIH ENCIMOV 
Encimi morskih organizmov se od encimov kopenskih organizmov razlikujejo po 
substratih, lahko pa imajo samo drugačen način delovanja oziroma delujejo pri 
drugačnih razmerah. Za biotehnologijo sta zanimivi obe skupini. Razgradnja morskih 
substratov (predvsem polisaharidov) je zanimiva zaradi uporabe alg, razgradnja 
»kopenskih« substratov (na primer celuloze) pa je zanimiva zaradi delovanja encimov 
pri nizkih temperaturah, visokem tlaku, slanosti … 
Encimi za razgradnjo morskih polisaharidov so uporabni za izdelavo algnih 
protoplastov, za pridelavo oligosaharidov iz teh polisaharidov, za pridobivanje bioplina 
iz alg ter za razgradnjo polisaharidov za pridobivanje drugih algnih snovi (Michel in 
Czjzek, 2013).  
Morski polisaharidi in njihovi oligosaharidi se v zadnjem času vedno bolj kažejo kot 
uporabni na številnih področjih (predvsem povezanih z zdravjem), zato so encimi, ki so 
za njihovo razgradnjo, pridobivanje in preučevanje ključni, vedno bolj preučevani 
(Michel in Czjzek, 2013).  
Najpomembnejša smer preučevanja morskih encimov je razgradnja algne biomase za 
proizvodnjo biogoriv (Michel in Czjzek, 2013), saj je gojenje alg za ta namen cenejše in 
bolj učinkovito kot gojenje kopenskih rastlin. 
Karagenaze so uporabne za modifikacijo karagenana v oligosaharide, ki se lahko 
uporabljajo kot protitumorski agensi (karagenan sam je lahko škodljiv), za uporabo 
odpadnih morskih alg za proizvodnjo bioplina, kot dodatek pralnemu prašku, pri 
odstranjevanju odpadkov, pri barvanju tekstila, za pripravo algnih protoplastov ter za 
pridobivanje drugih snovi iz rdečih alg (predvsem proteinov), pri čemer se uporabijo za 
odstranjevanje karagenana (Chauhan in Saxena, 2016). 
Alginat-liaze so uporabne predvsem za proizvodnjo biogoriv iz rjavih alg (Michel in 
Czjzek, 2013), študije pa kažejo tudi na uporabnost teh encimov kot pomoč 
antibiotikom pri uničevanju biofilmov nekaterih bakterij, predvsem pri bolnikih s 
cistično fibrozo (Alkawash in sod., 2006). 
Agaraze so uporabne v biokemiji za pridobivanje DNA iz agaroznih gelov, za 
pridobivanje oligosaharidnih podenot agarja, za pripravo algnih protoplastov ter za 
pridobivanje drugih snovi iz rdečih alg (maščobnih kislin, vitaminov, karotenoidov …), 
pri čemer se uporabijo za odstranjevanje agarja (Fu in Kim, 2010). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 SEVA CELLULOPHAGA LYTICA KP1 IN POLARIBACTER SP. VR6 
Seva so izolirali s površine obalnega morja v Koprskem zalivu (Žusterna pri Kopru). 
 
3.2 GOJENJE BAKTERIJ IN IZOLACIJA DNA 
Seva KP1 in VR6 smo gojili na trdnem gojišču. Uporabili smo gojišče Marine Broth 
(Difco) ter mu dodali 1,5 odstotka agarja (Sigma). Gojišče smo pred avtoklaviranjem 
segreli do vretja. Plošče smo inkubirali pri 28 °C okoli 48 ur. 
 
3.2.1 Izolacija genomske DNA 
DNA smo izolirali po postopku s proteinazo K. Kulturo zraslo na plošči smo sprali v 
570 µL pufra TE, dodali 30 µL 10 % SDS in 3 µL proteinaze K ter inkubirali 50 minut. 
Po inkubaciji smo dodali 100 µL 5M NaCl in 80 µL na 65 °C segretega CTAB/NaCl in 
inkubirali 10 minut na 65 °C. Po inkubaciji smo dodali enak volumen kloroforma, 
centrifugirali 10 minut pri13000×g, prenesli vodno fazo v novo mikrocentrifugirko, 
dodali mešanico fenola, kloroforma in izopropanola ter ponovno centrifugirali. Po tem 
koraku smo ponovili korak s kloroformom, nato pa vodni fazi dodali 0,6 volumna 
izopropanola in ponovno centrifugirali. Pelet smo sprali z etanolom, osušili, dodali 50 
µL pufra TE z RNazo. Vzorce smo še očistili s kompletom »High Pure PCR Product 
Purification Kit« (Roche). 
 
3.2.2 Reakcija PCR za sekvenciranje gena 16S rRNA 
Po izolaciji DNA smo naredili reakcijo PCR gena za 16S rRNA, da bi preverili, ali 
imamo prave bakterije. DNA smo poslali na sekvenciranje (Microsynth) (PRILOGA 
A). 
Postopek za reakcijo PCR je napisan v preglednicah 1 in 2. 
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Preglednica 1: Reakcijska mešanica reakcije PCR za gen 16S rRNA 
Sestavina Dodani volumen Končna koncentracija 
Začetni oligonukleotid 1 5 µL 0,2 µM 
Začetni oligonukleotid 2 5 µL 0,2 µM 
MgCl2 4 µL 2 mM 
dNTP 5 µL 0,2 mM 
Polimeraza Taq 0,37 µL  
Pufer 5 µL 1× 
DNA 0,75 µL  
H2O (Sigma) 26,03 µL  
Skupaj 50 µL  
 
Preglednica 2: Reakcija PCR za gen 16S rRNA 
Čas Temperatura  Št. ciklov 
5 minut 94 °C  
30 sekund 94 °C  
30 ciklov 30 sekund 52 °C 
70 sekund 72 °C 
10 minut 72  °C  
 
 
3.3 SEKVENCIRANJE IN BIOIFORMATSKA ANALIZA 
Očiščeno DNA smo poslali na Veterinarsko fakulteto, kjer so naredili knjižnico in z 
napravo Ion Torrent (Thermo Fischer Scientific) ugotovili zaporedja DNA odčitkov. 
Nadaljnjo analizo in pridobivanje zaporedja smo opravili na Biotehniški fakulteti. 
 
3.3.1 Sekvenciranje s tehnologijo Ion Torrent 
Tehnologija Ion Torrent deluje na osnovi zaznavanja sproščanja protonov pri 
vgrajevanju dNTP. Kosi DNA, dolgi okoli 400 – 600 baznih parov se označijo z 
oligonukleotidnimi adapterji, vežejo na 1 µm velike, s streptavidinom označene 
kroglice, nato pa se z reakcijo PCR pomnožijo, da dobimo močnejši signal. Kroglice se 
razporedijo po čipu z utori, vsaka kroglica v svoj utor. Čip se preplavi z raztopino ene 
izmed baz, ki se z reakcijo PCR (če prilega na vodilno verigo) vgradi na fragmente po 
vsej kroglici. Pri vgraditvi baze se sprosti proton, ki ga zazna detektor na dnu utora. Čip 
se spere, nato pa se preplavi z drugo bazo. Tako dobimo odčitek DNA za vsako luknjico 
in s tem za vsak fragment. (Quail in sod., 2012) 
Odčitke je treba še zložiti skupaj v zaporedje, kar se najpogosteje naredi s programom, 
ki sestavlja k-mere. K-meri so deli odčitkov, dolgi k nukleotidov. Za tako sestavljanje 
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se uporabi De Bruijnov graf. Program vzame odčitke in jih zreže na delce dolžine k. 
Nato vzame en k-mer in mu poskuša najti tak k-mer, ki je naslednji v vrsti. Kateri je to, 
ugotovi po ujemanju zadnjih k-1 nukleotidov prvega k-mera in prvih k-1 nukleotidov 
naslednjega k-mera. Ko najde naslednjega, se znano zaporedje poveča za eno bazo, nato 
pa poišče še tretjega in tako naprej. V praksi je sestavljanje veliko težje, saj je 
»najboljših naslednjih k-merov« lahko več, kar vodi v različna zaporedja – »balone« v 
de Bruijnovem grafu. Program se mora odločiti, katero zaporedje bo izbral. Uporabi 
Eulerjevo pot, ki najde zaporedje, pri katerem se vsak prehod iz enega v naslednji k-mer 
uporabi le enkrat. 
SPAdes je algoritem na osnovi de Bruijnovih grafov, ki omogoča sestavljanje genomov. 
Uporaben je za zaporedja, pridobljena s tehnologijo Ion Torrent, poleg tega pa tudi 
zaporedja, pridobljena z drugimi tehnologijami (Illumina). Razvit je bil za sekvenciranje 
genomov iz posameznih celic, a je splošno uporaben in velja za enega izmed boljših 
tovrstnih programov. (Bankevich in sod., 2012) 
 
3.3.2 Kakovost odčitkov sekvenciranja DNA 
Kakovost pridobljenih odčitkov, ki smo jih dobili iz naprave Ion Torrent, smo preverjali 
s programom FastQC (Andrews, 2010). Program preveri kakovost odčitkov, njihovo 
dolžino, število parov GC in kako se kakovost sekvenciranja spreminja z dolžino 
odčitkov. Vse to tudi grafično prikaže. 
 
3.3.3 Obdelava odčitkov sekvenciranja DNA 
Na podlagi rezultatov iz programa FastQC, smo se odločili za krajšanje in dodatno 
preverjanje odčitkov. Uporabili smo program Trimmomatic (Bolger, Lohse in Usadel, 
2014), ki odčitke preveri, odreže vse, kar je pod ravnijo izbrane kvalitete, in po potrebi 
odčitke tudi skrajša. 
Uporabili smo ukaz: 
java -jar ~/Trimmomatic-0.33/trimmomatic-0.33.jar PE -phred33 KP1_trimmed.fastq 
KP1_rezana.fastq LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:50 
S tem ukazom smo porezali začetke in konce odčitkov, preverili kakovost prebranih baz 
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3.3.4 Sestavljanje odčitkov sekvenciranja DNA 
Za sestavljanje odčitkov smo uporabili program SPAdes. Poskusili smo različne 
argumente poganjanja programa. Med drugim različne velikosti k-merov, argument --sc, 
ki se uporablja za sekvenciranje »single cell« ... Kot najboljši se je izkazal ukaz: 
spades.py --iontorrent  --careful -k 33,55,77 -s KP1_rezana.fastq -o KP1_33_55_77 
 
za sev KP1 in 
spades.py --iontorrent  --careful -k 23,27,33 -s VR6_rezana.fastq -o VR6_23_27_33 
 
za sev VR6. 
»spades.py« je klic skripte za zagon programa, »--iontorrent« programu pove, da so 
odčitki pridobljeni z napravo IonTorrent, »--careful« zmanjša število napak programa, 
»-k« in številka za njim pove, kako veliko k-meri naj se uporabljajo pri sestavljanju 
zaporedja, »-s« je pred datoteko z odčitki z neparjenimi konci, »-o« pa je pred imenom 
mape, kamor naj se shrani produkt programa. 
 
3.3.5 Preverjanje sestavljanja odčitkov 
Nastala zaporedja, ki smo jih pridobili s programom SPAdes, je bil treba preveriti, za 
kar smo uporabili program Quast, ki grafično prikaže pridobljena zaporedja. Prikaže 
velikost pridobljenega genoma, število in velikost kontigov, odstotek baznih parov GC 
ter naredi grobo oceno števila genov. Na podlagi teh rezultatov lahko spreminjamo 
parametre zagona programa SPAdes za sestavljanje genoma, parametre rezanja odčitkov 
… (Gurevich in sod., 2013) 
Ukaz: 
quast.py KP1 --gene-finding --gene-thresholds 300,700,1000,1500 KP1.fasta 
 
»quast.py« je klic skripte za zagon programa, »--gene-finding« pove programu, da naj v 
zaporedju poišče število potencialnih genov, »--gene-tresholds« in številke za njim pa 
povejo, število kako velikih genov naj se išče in na koncu prikaže v tabeli. Na koncu je 
ime datoteke, na kateri program izvaja svojo analizo. 
 
3.3.6 Anotacija genomov obeh sevov 
Za anotacijo smo uporabili program Prokka (Seemann, 2014). Program za anotacijo 
uporablja različna orodja. Orodje Prodigal (Hyatt in sod., 2010) poišče kodirajoča 
zaporedja, RNAmmer (Lagesen in sod., 2007) poišče gene za ribosomsko RNA, 
Aragorn (Laslett in Canback, 2004) poišče gene za tRNA, SignalP (Petersen in sod., 
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2011) poišče signalne peptide, Infernal (Kolbe in Eddy, 2011) pa gene za nekodirajoče 
RNA. 
Najdenim genom pripiše funkcijo glede na že znane gene. Uporabi različne baze 
podatkov. Najprej uporabi bazo, ki jo poda uporabnik, potem pa še internetno dostopne 
baze genov; začne z bazo UniProt (Apweiler, 2004) vseh bakterijskih genov z dokazano 
funkcijo, nadaljuje s primerjavo genov izbranega rodu na domeni RefSeq (Pruitt in sod., 
2002), nato pa še z iskanjem skritih modelov Markova na različnih bazah, med drugim 
Pfam (Punta in sod., 2012) in TIGRFAMs (Haft in sod., 2013). Če ne najde nobenega 
ujemanja, produkt gena označi kot »hypothetical protein« (ang. za hipotetični protein) 
(Seemann, 2014). 
Baza genov za anotacijo: 
Pri anotaciji s programom Prokka se lahko uporabi tudi baza genov, ki jo poda 
uporabnik. V našem primeru smo naredili bazi genov rodov Polaribacter in 
Cellulophaga iz genomov znanih bakterij teh rodov. Uporabimo programe Prokka, CD-
HIT (Fu in sod., 2012) in BLAST (Altschul in sod., 1990). 
Ukazi za bazo genov: 
 Prokka-genbank_to_fasta_db imena_datotek_z_genomi > polaribacter.faa 
cd-hit -i polaribacter.faa -o polaribacter -T 0 -g 1 -s 0.8 -c 0.9 
 rm -fv polaribacter.faa polaribacter.bak.clstr polaribacter.clstr 
 makeblastdb -dbtype prot -in polaribacter 
 mv polaribacter.p* /home/xubuntu-VirtualBox:~1.10/db/genus 
 
Prikazani so ukazi za bazo rodu Polaribacter, pri rodu Celullophaga so ukazi rahlo 
spremenjeni.  
Preglednica 3: Izbrani sevi za bazo genov za oba rodova 
Cellulophaga Polaribacter 
Cellulophaga algicola DSM 14237 Polaribacter dokdonensis 
Cellulophaga baltica 4 Polaribacter irgensii 
Cellulophaga baltica 13 Polaribacter reichenbachii 
Cellulophaga baltica 18 Polaribacter sp. BACL8 
Cellulophaga baltica NN01038 Polaribacter sp. Hel88 
Cellulophaga lytica DSM 7489 Polaribacter sp. Hel33 
Cellulophaga lytica strain HI1 Polaribacter sp. Hel85 
Cellulophaga sp. E6 Polaribacter sp. MED152 
Cellulophaga sp. Hel_I_12 Polaribacter vadi LPB0003 
 
Ukazi naredijo bazo genov tega rodu, ki jo program Prokka pri anotaciji vzame za 
najbolj zaupanja vredno. 
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Ukaz za anotacijo: 
prokka --genus polaribacter --strain VR6 --usegenus --outdir VR6 --gram neg --rfam           
--locustag PVR6 VR6_rezana.fasta 
 
»prokka« je klic programa, »--genus« pove, za kater bakterijski rod gre, »--strain« pove, 
za kater sev gre, »--usegenus« pove programu, da naj uporabi bazo BLAST tega rodu 
(ki jo poda uporabnik), »--outdir« pove, v katero mapo naj se shrani produkt programa, 
»--gram« pove, ali gre za po gramu negativno ali pozitivno bakterijo, »--rfam« pove 
programu, da naj išče zaporedja za nekodirajoče RNA s programom Infernal na bazi 
Rfam, »--locustag« pove programu, kako naj označi gene (lokuse). Na koncu programu 
podamo še ime datoteke, ki naj jo anotira. 
 
3.3.7 Ugotavljanje vrst preiskovanih sevov 
Za ugotavljanje bakterijske vrste preiskovanih bakterij smo uporabili program Jspecies 
(Richter in sod., 2015). Program primerja različna zaporedja DNA ki mu jih damo in 
ugotovi, kako so si podobna. Na podlagi podobnosti zaporedja lahko ugotovimo, kateri 
vrsti pripada naš sev. Gre za DNA-DNA hibridizacijo, narejeno in silico. Program 
uporabi različne algoritme, najpogosteje se uporablja ANIb (ang. average nucelotide 
identity using BLAST, kar pomeni povprečna podobnost nukleotidov na osnovi 
algoritma BLAST). Vrednost ANIb nad 95 odstotki ob 97 % podobnosti 16S rRNA in 
manj kot 5 odstotki razlike v razmerju baznih parov GC pomeni isto vrsto. 
 
3.3.8 Iskanje encimov CAZY 
Gene za encime CAZY smo iskali s programom dbCAN (Yin in sod., 2012). dbCAN je 
prosto dostopen program, ki v danem proteinskem zaporedju poišče domene, značilne 
za encime CAZY. V proteomu označi vse gene, ki imajo take domene, in jih umesti v 
družine encimov CAZY. Gre na neke vrste napredno anotacijo, ki jo lahko uporabimo 
poleg »navadne«, da bolje pripišemo produkt gena. Ker so družine CAZY redko 
substratno specifične, sama uvrstitev v družino ne pomeni nujno tudi ugotovitve 
funkcije proteina. 
Gene za encime CAZY smo iskali po genomih naših sevov in po genomih izbranih 
morskih bakteroidetah. Uporabili smo skript v prilogi (PRILOGA D) 
 
3.3.9 Primerjava morskih bakteroidet glede na gene CAZY 
Genome morskih bakteriodet smo prenesli s spletne baze GenBank (Benson in sod., 
2005). Izbrali smo 45 bakterij iz družine Flavobacteriaceae z znanimi genomi, med 
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temi več iz rodov Polaribacter in Cellulophaga. Poleg morskih bakteroidet smo v 
analizo encimov CAZY vključili tudi morsko proteobakterijo Pseudoalteromonas 
agarivorans in bakteroideto iz prebavil sesalcev Bacteroides thetaiotaomicron. 
V genomih smo poiskali gene CAZY in jih primerjali z našima bakterijama. Uporabili 
smo program R (The R Core Team, 2016) in narisali graf »heatmap«, ki prikaže razlike 
v številu genov CAZY znotraj posameznih družin CAZY. Uporabili smo knjižnici 
gplots (Liaw in sod., 2010) in RColorBrewer (Neuwirth, 2014). Program je uporabil 
matriko razdalj Manhattan, skupke pa je združeval z uporabo povprečij. Graf 
»heatmap« smo naredili tudi za rodova Cellulophaga in Polaribacter in tako primerjali 
naša seva z ostalimi iz njunih rodov. 
Narisali smo tudi grafikon pvclust (s knjižnico pvclust (Suzuki in Shimodaira, 2015)) in 
NMDS (s knjižnico vegan (Oksanen in sod., 2013)). 
Pvclust nariše dendrogram, na osnovi razdalj v matriki (Manhattan) in jih združuje v 
skupke z uporabo povprečij. Vsak skupek tisočkrat preveri, tako da na koncu dobimo 
verjetnost pravilne napovedi skupka. 
NMDS profile CAZY posameznih bakterij prikaže kot točke na koordinatnem sistemu – 
bolj podobne so si bližje, manj podobne pa so bolj narazen. Uporabi matriko razdalj po 
metodi Manhattan in Bray-Curtis ter nariše koordinatni sistem. Namesto točk lahko 
izpiše imena bakterij. 
Pripravili smo datoteko skupaj.csv, v kateri so zapisana števila predstavnikov družin 
CAZY v genomu vsake bakterije. Izločili smo glikozil-transferaze in družine CAZY, ki 
niso imele predstavnika v nobenem genomu. To datoteko smo uporabili pri vseh treh 
prikazih profilov CAZY. 




podatki_mat <- data.matrix(podatki) 
distance = dist(podatki_mat, method = "manhattan") 
cluster = hclust(distance, method = "average") 
distancet = dist(t(podatki_mat), method = "manhattan") 
clustert = hclust(distancet, method = "average") 
heatmap.2(podatki_mat, Rowv = as.dendrogram(cluster), Colv = 
as.dendrogram(clustert), trace="none", scale="row", margins =c(12,9)) 
heatmap.2(podatki_mat, Rowv = as.dendrogram(cluster), Colv = 
as.dendrogram(clustert), trace="none", scale="row", margins =c(12,9), 
col=brewer.pal(11,"RdBu")) 
dev.copy(pdf,'heat_brew.pdf',  height=15, width=15) 
dev.off() 
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Ukaz za grafikon pvclust: 
library(pvclust) 
podatki=(read.csv(file="skupaj.csv",head=T)) 
result= pvclust(podatki, method.dist="manhattan", method.hclust="average", 
nboot=1000) 
plot(result) 
dev.copy(pdf,'pvclust.pdf',  height=7, width=10) 
dev.off()  
 
Ukaz za grafikon nmds: 
library(vegan) 
podatki=t(read.csv(file="skupaj.csv",head=T)) 
nmds=metaMDS(podatki, distance="bray", k=2, try = 100) 
plot (nmds, xlim=c(-0.8, 0.8), ylim=c( -0.5, 0.5), t="n") 
text(nmds,display="sites", cex = 0.5 ) 




3.3.10 Primerjava morskih bakteroidet glede na lokuse PUL (SusD) 
Uporabili smo skripta najdi_tonB.sh (PRILOGA E), s katerim smo s skritimi modeli 
Markova poiskali vse proteine SusD, kodirane v genih susD v genomih izbranih 
morskih bakteroidet. Gene smo nato z algoritmom BLAST primerjali, nato pa še 
združili v skupke podobnih genov s skriptom mcl – združevanje v skupke po Markovu 
(PRILOGA J) in tako dobili skupke lokusov PUL z najverjetnejšim skupnim izvorom in 
funkcijo. Vse lokuse PUL v prvih 50 najštevilčneje zastopanih skupkih teh lokusov smo 
pregledali in določili funkcijo genov okoli genov susD. Uporabili smo anotacije 
genomov in izpis programa dbCAN – encime CAZY. Dobili smo približno funkcijo 
posameznega lokusa PUL in preverili, ali je znotraj skupka ohranjena. Posamezne gene 
smo primerjali tudi z znanimi encimi CAZY (PRILOGA C) in tako še povečali 
verjetnost napovedi funkcije gena. 
Funkcijo encimov, ki jih kodirajo geni CAZY v lokusih PUL, smo določali glede na 
družine CAZY in s pomočjo algoritma BLAST glede na znane gene. Encime iz družine 
GH16, ki so se nam zdeli najzanimivejši – to je najpomembnejša in najbolj raziskana 
družina CAZY med agarazami in karagenazami; smo s filogenetskim drevesom 
primerjali z znanimi encimi iz te družine (Slika 6). To nam je koristilo predvsem pri 
izbiri encimov za izražanje. 
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3.4 TESTI RASTI IN RAZGRADNJE POLISAHARIDOV SEVOV KP1 IN 
VR6 
Poleg bioinformatske analize smo želeli za oba seva ugotoviti še, katere izmed 
kompleksnih substratov lahko razgrajujeta in uporabljata za rast. Izbrali smo agar 
(Sigma), agarozo (Lonza), alginat (Sigma), κ-karagenan (Sigma), ksilan (Sigma), hitin 
(Fluka), škrob (Sigma), karboksimetilcelulozo – CMC (Sigma) in kristalno celulozo – 
avicel (Merck). 
 
 3.4.1 Testiranje sevov KP1 in VR6 na tekočih gojiščih 
Teste smo izvajali kot meritve optične gostote pri 600 nm v epruvetah, ki so vsebovale 
0,05 % peptona (Biolife), 0,01 % kvasnega ekstrakta (Biolife) ter 0,5 % preiskovanega 
substrata, vse pripravljeno v morski vodi (Koprski zaliv). V epruvete smo nacepili 
preiskovani bakteriji ter dnevno merili optično gostoto na spektrofotometru pri 600 nm. 
Delali smo v treh ponovitvah. Epruvete smo inkubirali pri 25 °C s stresanjem pri 200 
obratih na minuto. Rast na substratu oziroma zmožnost razgradnje substrata smo 
ugotavljali kot povečanje optične gostote v primerjavi s kontrolo – sevom v enakem 
gojišču s peptonom in kvasnim ekstaktom, a brez substrata. 
 
3.4.2 Testiranje sevov KP1 in VR6 na trdnih gojiščih 
Poleg testa v epruvetah smo naredili še teste na trdnih gojiščih za alginat, karagenan, 
agar in agarozo, ki smo jih pripravljali z morsko vodo. Preverjali smo, ali sta seva 
zmožna razgradnje teh substratov in ali lahko rasteta na karagenanu, agarju ali agarozi 
kot edinem viru ogljika in energije. 
 
3.4.2.1 Alginat 
Razgradnjo alginata smo preverjali na trdnem gojišču (»marine broth« in 2 % alginat) in 
z alginatnimi kroglicami. Kroglice smo naredili s kapljanjem prefiltriranega (0,22 µm 
filter) 4 % alginata v 0,1 % CaCl2, nato pa smo jih prestavili še v 0,01 % CaCl2. Namen 
je bil opazovati alginatne kroglice v tekočem gojišču iz peptona in kvasnega ekstrakta 
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Razgradnjo karagenana smo preverjali s κ-karagenanom v gojišču in samo v morski 
vodi. Pri prvem eksperimentu smo vzeli 2 % karagenan in mu dodali »marine broth«, 
mešanico avtoklavirali in razlili na plošče, pri drugem pa smo 2 % karagenanu dodali 
samo morsko vodo, avtoklavirali in razlili. Rast in razgradnjo smo preverjali kot pojav 
kolonij (gojišče samo s karagenanom) oziroma ugreznitvijo kolonij (gojišče »marine 
broth« s karagenanom). 
 
3.4.2.3 Agar 
Preizkusili smo gojišče »marine broth« z 1,5 % agarjem, 1,5 % agar in morsko vodo, 
1,5 % agar brez nečistoč (»noble agar«, Difco) in morsko vodo, 1,5 % agarozo in 
morsko vodo. Rast in razgradnjo smo preverjali kot pojav kolonij (gojišče samo z 
agarjem ali agarozo) oziroma ugreznitvijo kolonij (gojišče »marine broth« z agarjem ali 
agarozo). 
 
3.5 IZRAŽANJE ENCIMOV 
Da bi preverili bioinformatsko analizo, smo izrazili dva proteina iz bakterijskega seva 
Cellulophaga sp. KP1. Izbrali smo gena 3799 in 3857, ki sta po primerjavi z že znanimi 
proteini κ-karagenaza, podobna tisti iz bakterije Pseudomonas carrageenovora in β-
agaraza, podobna AgaD iz bakterije Zobellia galactanivorans (Slika 6), (PRILOGA C). 
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Slika 6: Filogenetsko drevo vseh proteinov družine GH16 iz bakterij KP1 in VR6 ter izbranih proteinov 
GH16 (predvsem iz bakterije Zobellia galactanivorans). Drevo je narejeno po metodi največje verjetnosti 
z modelom »Le Gascuel 2008« s programom MEGA6 (Tamura in sod., 2013). Legenda proteinov je v 
prilogi – PRILOGA C. 
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Slika 7: Plazmid pQE-80l. Namesto gena za odpornost proti antibiotiku ampicilinu ima naš gen za 
odpornost proti antibiotiku kanamicinu. Pomembnejši dela plazmida so: zaporedje za promotor PT5, 
območje z več mesti za kloniranje (MCS), histidinska oznaka za izražen protein, represor lacI (ki ga 
onemogočimo z dodatkom IPTG), gen za odpornost proti antibiotiku kanamicinu (Qiagen, 2003) 
 
3.5.1 Pomnožitev genov 3799 in 3857 
Začeli smo z načrtovanjem specifičnih oligonukleotidov za pomnožitev obeh genov z 
reakcijo PCR. Začetku in koncu posameznega gena brez signalnega peptida smo dodali 
vezavno mesto za restrikcijski encim ter nekaj baz na začetku ter tako dobili zaporedje 
dveh začetnih oligonukleotidov (5' in 3') za vsak encim (PRILOGA G). Naročili smo 
sintezo oligonukleotidov (Microsynth), nato pa smo z njimi naredili reakcijo PCR. 
Uporabili smo polimerazo Phusion (Thermo Fischer Scientific), ki naredi manj napak 
kot polimeraza Taq. Reakcijska mešanca je predstavljena v preglednici 4, potek reakcije 
pa v preglednici 5. 
Začetni oligonukleotidi: 
3799 – κ-karagenaza: 
5' – ccggatcccaaacatctaatccgaat  BamHI 
3' – cggctgcagctattgaataagcaattg  PstI 
3857 – β-agaraza: 
5' – aaggatcccagtacgattgggataa  BamHI 
3' – ccgggaagcttttatttagatattacaatttttt  Hind3III 
V zaporedjih začetnih oligonukleotidov so podčrtana mesta vezave restrikcijskega 
encima. 
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Preglednica 4: Reakcijska mešanica reakcije PCR za pomnožitev vsakega izmed obeh genov. 
Sestavina Dodani volumen Končna koncentracija 
3' začetni oligonukleotid 10 µL 0,5 µM 
5' začetni oligonukleotid 2 10 µL 0,5 µM 
dNTP 5 µL 200 µM vsakega 
Polimeraza Phusion 0,5 µL 0,02 enota/µL 
Phusion HF pufer 10 µL 1x 
DNA 5 µL  
H2O (Sigma) 9,5 µL  
Skupaj 50 µL  
 
Preglednica 5: Reakcija PCR za pomnožitev vsakega izmed obeh genov. 
Čas Temperatura Število ciklov 
30 sekund 98 °C  
30 sekund 98 °C  
5 ciklov 30 sekund 55 °C 
30 sekund 72 °C 
5 sekund 98 °C  
25 ciklov 30 sekund 65 °C 
25 sekund 72 °C 
5 minut 72  °C  
 
 
3.5.2 Cepitev produktov reakcije PCR in praznih plazmidov z 
restriktazami, ligacija insertov in v plazmide, transformacija 
plazmidov v sev TOP10  
Z reakcijo PCR pridobljene kose DNA smo cepili z restrikcijskimi encimi BamHI, PstI 
in HindIII (vsi Thermo Fischer Scientific), z ligacijo vstavili v enako cepljen plazmid 
pQE-80L (Thermo Fischer Scientific) z genom za odpornost proti antibiotiku 
kanamicinu (Slika 7). Vstavitev vključka v plazmid smo preverili z izolacijo plazmida 
iz kulture, zrasle iz posamezne kolonije po transformaciji, cepitvi plazmida in oceno 
velikosti plazmida in inserta z elektroforezo na agaroznem gelu, po pozitivnem rezultatu 
pa smo plazmid z vključkom poslali na sekvenciranje. 
 
3.5.2.1 Postopek restrikcije 
42 µL vključka, pridobljenega z reakcijo PCR (približno 1 µg), smo dodali 5 µL pufra 
FastDigest (Thermo Fischer Scientific) ter 0,75 µL vsakega izmed restrikcijskih 
encimov (pri 3799 sta bila to BamHI in PstI, pri 3857 pa BamHI in HindIII. Mešanico 
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smo inkubirali pri 37 °C dve uri, dodali še 0,5 µL vsakega encima in inkubirali še dve 
uri. 
3.5.2.2 Postopek ligacije 
Preglednica 6: Reakcijske mešanice z ligacijo v stolpcih 3799 in 3857 sta ligaciji inserta s plazmidom, v 
stolpcih P1,2 in P3 pa kontrola ligacije plazmida brez inserta (P1,2 je plazmid za 3799, P3 pa za 3857). 
Vse reakcije so potekale pri 22 °C dve uri. 
 3799 P1,2 3857 P3 
Plazmid 0,5 µL 1 µL 0,5 µL 1 µL 
Ligaza T4 (Thermo 
Fischer Scientific) 




1 µL 1 µL 1 µL 1 µL 
Insert 7 µL 0 7 µL 0 
H2O (Sigma) 0,75 µL 7,75 µL 0,75 µL 7,75 µL 
 
Plazmid z insertom smo s transformacijo vstavili v kompetentne celice TOP10 bakterije 
Escherichia coli, ki smo jih pripravili pred tem, kasneje pa še v celice XL1-B te 
bakterijske vrste. 
Genotip XL1-B: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac 
Genotip TOP10: mcrA, Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), Phi80lacZ(del)M15, ΔlacX74, deoR, 
recA1, araD139, Δ(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL(SmR), endA1, nupG 
 
3.5.2.3 Postopek priprave kompetentnih celic 
Prekonočno kulturo smo precepili v novo gojišče LB. Nato smo merili optično gostoto 
kulture pri 600 nm in jo, ko je dosegla vrednost 0,35, prenesli v hladno centrifugirko in 
inkubirali na ledu 20 minut. Po inkubaciji smo kulturo centrifugirali 10 minut na 
2700×g pri štirih stopinjah Celzija. Supernatant smo zavrgli, pelet pa resuspendirali v 
hladnem 0,1 M CaCl2 ter ponovno inkubirali na ledu 20 minut. Ponovili smo korak s 
centrifugiranjem, pelet pa resuspendirali v 2 mL hladnega 0,1 M CaCl2 s 15-odstotnim 
glicerolom. Suspenzijo smo alikvotirali po 100 µL in zamrznili pri -70 °C. 
 
3.5.2.4 Postopek transformacije 
Kompetentne celice smo odtalili na ledu (5-10 minut), jih razdelili v mikrocentrifugirke 
po 50 µL in jim dodali 5 µL plazmidne DNA ali ligacijske mešanice. Celice smo 30 
minut inkubirali na ledu, nato 90 sekund pri 42 °C, nato še 3 minute na ledu. Po 
inkubacijah smo dodali 200 µL gojišča LB ter inkubirali na stresalniku pri 37 °C, nato 
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pa prenesli 100 µL kulture na ploščo z gojiščem LB s kanamicinom ter inkubirali pri 37 
°C preko noči. 
Transformante smo precepljali še na druga trdna gojišča – LB z agarozo, LB s 
karagenanom. Dodajali smo kanamicin in IPTG. Izražanje smo poskusili tudi v sevu 
XL1-B. 
3.5.3 Izražanje proteinov 3799 in 3857 
Po pozitivnem rezultatu sekvenciranja, ki je pokazalo uspešno ustavljen insert v 
plazmid, smo gen še izrazili. Sev TOP10 s plazmidom z insertom z vsakim od genov 
smo gojili v gojišču LB s kanamicinom do optične gostote 0,6, nato smo inducirali 
izraženje našega gena z IPTG (končna koncentracije 1 mmol/L), po tem pa gojili še štiri 
ure. Vzeli smo vzorce pred indukcijo, dve uri po indukciji in štiri ure po indukciji. 
Vzorce smo centrifugirali 10 minut pri 3900×g in pelet zamrznili. Vzorce smo kasneje 
uporabili za SDS-PAGE in teste utekočinjenja gela (pri zadnjem smo pelet sprali še z 20 
mM pufrom Tris pH=7,5 z 10 mM β-merkaptoetanolom). 
 
3.5.3.1 SDS-PAGE proteinov 3799 in 3857 
Za SDS-PAGE smo pripravili poliakrilamidni gel, nato pa smo vzorce raztopili v 
nanašalnem pufru, segreli na 100 °C za 5 minut, centrifugirali 10 minut pri 12000×g, 
nato pa nanesli na gel in zagnali elektroforezo pri 150 V za eno uro. 
Poliakrilamidni gel smo naredili iz dveh delov. Za ločevalni gel smo uporabili 2,5 mL 
1,5 M Tris pH=8.8, 0,1 mL 10 % SDS, 3,33 mL 30 % akrilamida z bisakrilamidom 
(Sigma) in 4,015 mL vode MilliQ. Mešanico smo odzračili z vakuumsko črpalko, dodali 
še 0,05 ml 10 % APS ter 0,005 mL TEMED in vlili v model za gel Mini Protean 
(Biorad). Po eni uri smo dolili še nabijalni gel, ki smo ga pripravili iz 2,5 mL 0,5 M Tris 
pH=6.8, 0,1 mL 10 % SDS, 1,33 mL 30 % akrilamida z bisakrilamidom (Sigma) in 6,01 
mL vode MilliQ. Tudi nabijalni gel smo odzračili z vakuumsko črpalko, dodali še 0,05 
ml 10 % APS ter 0,01 mL TEMED. 
Po ločevanju z elektroforezo smo gel pobarvali z barvilom Coomasie s segrevanjem 
(Wong in sod., 2000). Barvali smo z raztopinami barvila, izopropanola in ocetne kisline. 
Prva raztopina je bila sestavljena iz 25 % izopropanola, 10 % ocetne kisline in 0,05 % 
barvila Coomasie, druga iz 10 % izopropanola, 10 % ocetne kisline in 0,005 % barvila 
Coomasie, tretja iz 10 % ocetne kisline in 0,002 % barvila Coomasie, četrta pa je bila 10 
% ocetna kislina. Gel smo potopili v prvo raztopino, segreli v mikrovalovni pečici in 
sprali z destilirano vodo. Postopek smo ponovili še z drugo, tretjo in četrto raztopino. 
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3.5.3.2 Prenos proteinov 3799 in 3857 po Westernu 
Po elektroforezi SDS-PAGE smo prisotnost izraženega proteina preverili tudi s 
prenosom po Westernu. Uporabili smo napravo Hoefer TE70X, ki uporablja polsuh 
način prenosa. Uporabili smo membrano iz poliviniliden fluorida – PVDF (Biorad), ki 
smo jo najprej namočili v metanol (Merck), nato v vodo MQ, nato pa še v pufer A2, 
sistem za prenos smo sestavili kot je prikazano na sliki 8. 
 
Slika 8: Prikaz sistema za prenos proteinov po Westernu. 
 
Preglednica 7: Sestava pufrov za prenos proteinov po Westernu 
Katodni – K Anodni 1 – A1 Anodni 2 – A2 TBST 
25 mM Tris (Merck) 0,3 M Tris 25 mM Tris 50 mM Tris 
40 mM glicin (Sigma) 10 % v/v metanol 10 % v/v metanol 150 mM NaCl 
(Merck) 
10 % v/v metanol   0,1 % v/v Tween 
 
Pripravili smo membrano, namočili lističe filtrskega papirja in zložili celoten sistem v 
napravo (Slika 8) (Preglednica 7). Uporabili smo 1,2 miliamperski tok na kvadratni 
centimeter gela. 
Po prenosu smo membrano čez noč v hladilniku blokirali s 5-odstotnim posnetim 
mlekom v prahu (Merck) v TBST. Imunodetekcijo smo izvedli s primarnimi mišjimi 
monoklonskimi protitelesi proti 6×His oznaki (Roche) in sekundarnimi kozjimi 
protitelesi proti mišjim protitelesom, označenimi s hrenovo peroksidazo (Jackson 
Immunoresearch). Po označevanju s protitelesi smo membrano prelili z reagentoma 
SuperSignal HRP (Novagen) in jo slikali z napravo Chemigenius (Syngene). 
  
Kozak A. P. Seva Cellulophaga sp. KP1 in Polaribacter sp. VR6 kot vir biotehnološko zanimivih encimov. 






3.5.4 Preizkus izražanja proteinov 3799 in 3857 z utekočinjenjem 
substrata 
Za kriterij uspešnosti izražanja smo poleg zaporedja DNA plazmida z genom, SDS-
PAGE proteinov in direktnega dokaza izražanja proteina s prenosom po Westernu; 
dokazali tudi utekočinjenje gela iz substrata izražanega encima. Zaradi boljše ugreznitve 
na plošči smo uporabili transformante seva XL1-B. 
Kulturo smo gojili v 50 mL tekočega gojišča LB pri 30 °C s stresanjem. Ko je kultura 
zrasla do OD600 = 0,6, smo dodali IPTG do koncentracije 1 mmol/L. Po štiriurni 
inkubaciji smo kulturo centrifugirali na 3100×g 10 minut, resuspendirali v 20 mililitrih 
20 mM pufra Tris pH=7,5 z 10 mM β-merkaptoetanolom, ponovno centrifugirali in 
resuspendirali v enem mililitru tega pufra. Suspenzijo smo prenesli v mikrocentrifugirko 
s silikatnimi kroglicami velikosti 0,1 in 0,01 mm, ter homogenizirali z napravo »Bertin 
Precellys 24« osemkrat s 5000 tresljaji na sekundo po 20 sekund, vmes smo 
mikrocentrifugirko dve minuti inkubirali na ledu. Homogenat smo nato centrifugirali na 
12000×g 10 minut z ohlajeno centrifugo in spravili na -20 °C do uporabe. 
Pripravili smo mikrocentrifugirke s 100 µL 0,8-odstotne agaroze z nizko temperaturo 
taljenja v 0,5-odstotnem pufru TBE in druge mikrocentrifugirke z 1-odstotnim 
karagenanom v enakem pufru. Tekočina se je pri sobni temperaturi strdila. 
Mikrocentrifugirke smo nato segreli na 70 °C, da se je gel utekočinil, ohladili na 40 °C, 
nato pa smo dodali 40 µL homogenata kulture in inkubirali čez noč pri 37 °C. Kot 
kontrole smo uporabili dodatek ekstrakta kulture brez plazmida, ekstrakta kulture s 
plazmidom z drugim izražanim genom, pufer (20 mM Tris pH=7,5 z 10 mM 
merkaptoetanolom), ter mikrocentrifugirko brez dodatka. Naslednji dan smo 
mikrocentrifugirke ohladili na sobno temperaturo in preverili, ali se je tekočina strdila. 
Homogenat smo kapljali tudi na plošče s trdnim 1-odstotnim karagenanom in 0,8-
odstotno agarozo z nizko temperaturo taljenja ter opazovali ugreznine v plošči. 
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4.1 BIOINFORMATSKA ANALIZA 
4.1.1 Rezultati sekvenciranja genomov 
S sekvenciranjem gena za 16S rRNA smo sevoma že vnaprej ugotovili, da seva 
pripadata rodovoma Cellulophaga (KP1) in Polaribacter (VR6) (Slika 9).  
 
Slika 9: Filogenetsko drevo bakterij rodov Cellulophaga in Polaribacter ter sevov KP1 in VR6 na osnovi 
gena za 16S rRNA. Drevo je narejeno po metodi največje verjetnosti z modelom GTR s programom 
MEGA6 (Tamura in sod., 2013). 
Po izolaciji genomske DNA (PRILOGA K), smo DNA sekvencirali. Pri obeh smo 
dobili dovolj veliko pokritost baz (Slika 10), tako da smo lahko zaporedje sestavili v 
zadovoljivo dolge kontige (Preglednica 8). Sestavljeno zaporedje je prikazano na sliki 
11, pri čemer se vidi kar nekaj dolgih kontigov, kar je za našo analizo ustrezno. Kontige 
bi lahko med sabo povezali le z dolgotrajnimi nadaljnjimi postopki tarčnega kloniranja 
in sekvenciranja odsekov DNA ter inverznega PCR. 
 S002355471 Cellulophaga lytica (T) DSM 7489 CP002534
 S004063039 Cellulophaga lytica (T) DSM 7489 CP002534
 S002355469 Cellulophaga lytica (T) DSM 7489 CP002534
 S004063040 Cellulophaga lytica (T) DSM 7489 CP002534
 S002355473 Cellulophaga lytica (T) DSM 7489 CP002534
 S004063041 Cellulophaga lytica (T) DSM 7489 CP002534
 S002355474 Cellulophaga lytica (T) DSM 7489 CP002534
 S004063042 Cellulophaga lytica (T) DSM 7489 CP002534
 KP1 FD1
 S002352322 Cellulophaga geojensis (T) M-M6 HQ596527
 S000019609 Cellulophaga fucicola (T) NN015860 (type strain) AJ005973
 S001020263 Cellulophaga tyrosinoxydans (T) EM41 EU443205
 S000277252 Cellulophaga pacifica (T) KMM 3664 AB100840
 S000022753 Cellulophaga baltica (T) NN015840 (type strain) AJ005972
 S000386854 Cellulophaga algicola (T) IC166 AF001366
 S004044542 Polaribacter huanghezhanensis (T) SM1202 KC793205
 S004223991 Polaribacter marinivivus (T) GYSW-15 KM017972
 S003264940 Polaribacter porphyrae (T) LNM-20 AB695286
 S001241665 Polaribacter gangjinensis (T) K17-16 FJ425213
 S002989686 Polaribacter reichenbachii (T) KMM 6386 HQ891656
 S000541413 Polaribacter dokdonensis (T) DSW-5 DQ004686
 VR6 FD1
 S000437169 Polaribacter franzmannii (T) 301 U14586
 S000438413 Polaribacter filamentus (T) 215 U73726
 S000436547 Polaribacter irgensii (T) 23-P M61002
 S003811210 Polaribacter atrinae (T) WP25 KC878325
 S000435483 Polaribacter butkevichii (T) KMM 3938 AY189722
 S002410928 Polaribacter sejongensis (T) KOPRI 21160 HQ853596
 S004449028 Polaribacter undariae (T) W-BA7 KM458974
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Preglednica 8: Prikaz osnovnih parametrov pridobljenega zaporedja DNA pri obeh bakterijah. 
 KP1 VR6 
Število kontigov 83 107 
Baznih parov 3881527 3000238 
rRNA 2 4 
Kodirajoča zaporedja 4099 3184 
tRNA 31 34 
Ostale RNA 14 13 
 
 
Slika 10: Prikaz pokritosti sekvenciranja pri genomu bakterije KP1, prikazan s programom Artemis 
(Carver in sod., 2012). 
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Slika 11: Prikaz dolžine in povezanosti kontigov pri bakteriji KP1, narejen s programom Bandage (Wick 
in sod., 2015). Vsak kontig je obarvan s svojo barvo. 
Uvrstitev v vrsti smo opravili z uporabo celotnih genomov v programu Jspecies, ki je 
izračunal vrednost ANIb za vse pare sevov tega rodu. Tako smo bakteriji z veliko 
gotovostjo uvrstili v vrsti Cellulophaga lytica (KP1) in v še neopisano vrsto skupaj s 
Polaribacter MED152 (VR6), ki je najbližje opisani vrsti Polaribacter dokdonensis 
(Preglednica 9). 
Preglednica 9: Vrednosti ANIb za seva KP1 in VR6 v primerjavi z drugimi bakterijami njunih rodov. 





Cellulophaga_baltica_NN016038 72,02 Polaribacter_sp._Hel_I_88 78,4 
Cellulophaga_baltica_4 71,89 Polaribacter_sp._Hel1_33_49 76,93 
Cellulophaga_lytica_DSM_7489 99,11 Polaribacter_reichenbachii 79,35 
Cellulophaga_baltica_13 71,92 Polaribacter_dokdonensis_contig1 85,77 
Cellulophaga_algicola 71,96 Polaribacter_sp._MED152 97,12 
Cellulophaga_lytica_strain_HI1 98,99 Polaribacter_vadi 78,54 
Cellulophaga_sp._Hel_I_12 70,9 Polaribacter_sp._Hel1_85 77,37 
Cellulophaga_sp._E6 71,94 Polaribacter_sp._Hel1_33_78 76,93 
Cellulophaga_baltica_18 71,98 Polaribacter_irgensii 73,73 
 
  
Kozak A. P. Seva Cellulophaga sp. KP1 in Polaribacter sp. VR6 kot vir biotehnološko zanimivih encimov. 






4.1.2 Encimi CAZY 
Izbrane morske bakteroidete in dve referenčni bakterijski vrsti smo primerjali glede na 
število vseh encimov CAZY, CAZY na Mbp ter koliko genov za encime posameznih 
družin CAZY je v vsakem genomu.  
Preglednica 10: Prikaz velikosti genomov, števila vseh encimov CAZY v genomih izbranih bakterij in 
število teh encimov na Mbp. 
ime velikost [Mbp] skupaj CAZY (CE, GH, PL ) CAZY na Mbp 
Aequorivita sublithincola 3,52 60 17,0 
Algibacter pectinivorans 3,65 105 28,8 
Algibacter sp.HZ22 3,99 178 44,6 
Aquimarina atlantica 5,69 118 20,7 
Arenibacter algicola 5,55 213 38,4 
Cellulophaga algicola 4,89 283 57,9 
Cellulophaga baltica 13 4,49 121 27,0 
Cellulophaga baltica 18 4,64 153 33,0 
Cellulophaga baltica 4 4,61 149 32,3 
Cellulophaga baltica NN016038 4,56 138 30,3 
Cellulophaga lytica DSM 7489 3,77 90 23,9 
Cellulophaga lytica HI1 3,82 91 23,8 
Cellulophaga sp. E6 4,42 114 25,8 
Cellulophaga sp. Hel_I_12 4,03 96 23,8 
KP1 3,88 94 24,2 
Croceibacter atlanticus 2,95 47 15,9 
Dokdonia donghaensis 3,22 63 19,6 
Dokdonia sp. PRO95 3,31 49 14,8 
Flavobacterium columnare 3,16 51 16,1 
Flavobacterium johnsoniae 5,11 227 44,4 
Flavobacterium sp. URH 5,26 228 43,3 
Formosa agariphila 4,23 171 40,4 
Gaetbulibacter saemankumensis 3,09 90 29,1 
Galbibacter marinus 3,57 148 41,4 
Gelidibacter mesophilus 4,43 156 35,2 
Gillisia limnaea 3,97 101 25,5 
Gramella echinicola 3,51 99 28,2 
Gramella forsetii 3,80 98 25,8 
Gramella portivictoriae 3,27 100 30,6 
Kordia algicida 5,03 103 20,5 
Kriegella aquimaris 6,06 309 51,0 
Lacinutrix algicola 3,66 53 14,5 
Lacinutrix mariniflava 3,97 65 16,4 
Leeuwenhoekiella blandensis 4,24 172 40,5 
Lutibacter maritimus 3,48 118 33,9 
VR6 3,00 75 25,0 
Polaribacter dokdonensis 3,09 85 27,5 
Polaribacter irgensii 2,75 54 19,7 
Polaribacter reichenbachii 1,05 66 63,0 
Polaribacter sp. Hel_I_88 3,23 99 30,7 
Polaribacter sp. Hel1_33 3,91 129 33,0 
Polaribacter sp. Hel1_85 4,00 114 28,5 
Polaribacter sp. MED152 2,96 77 26,0 
Polaribacter vadi 3,81 157 41,2 
Polaribacter vadi LPB 3,80 157 41,3 
Zobellia galactanivorans 5,52 234 42,4 
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Slika 12: Dendrogram pvclust, ki prikazuje podobnosti med profili CAZY med preiskovanimi 
bakterijami. Rdeče številke predstavljajo verjetnost za pravilno napovedan skupek bakterij. Z barvami so 
označene skupine bakterij, ki smo jih glede na graf določili kot skupine s podobnim profilom encimov 
CAZY. Prva skupina (zelena) je nehomogena in sestavljena iz bakterij, ki ne spadajo v druge skupine in 
se od drugih bakterij precej razlikujejo. 
Z analizo pvclust smo profile encimov CAZY uredili v skupke (Slika 12) in to prikazali 
v dendrogramu. 
Bakterije smo na podlagi profilov encimov CAZY s pomočjo grafa pvclust (Slika 12) 
razdelili v štiri skupine. V prvi skupini so bakterije, ki so drugačne od ostalih in ne 
spadajo v nobeno od ostalih skupin (skupina je tudi nehomogena), v drugi skupini so 
bakterije iz rodu Cellulophaga, tretja in četrta skupina imata precej bolj podobne profile 
encimov CAZY, a se med sabo vseeno razlikujeta. Razdelitev se opazi na grafu pvclust 
(Slika 12). 
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Slika 13: »Heatmap«, ki prikazuje prisotnost genov za posamezne družine encimov CAZY 
pri preiskovanih bakterijah. Modra barva pomeni več, rdeča pa manj genov. Označeni sta 
KP1 in VR6 ter družine z encimi, ki razgrajujejo agar, karagenan ali alginat. Spodaj so z 
barvami označene skupine bakterij s podobnimi profili encimov CAZY. 
 
 
Z analizo »heatmap« smo naredili dendrogram bakterij glede na vsebnost 
encimov družin CAZY. Vidimo, da je bakteroideta iz prebavil sesalcev – 
Bacteroides thetaiotaomicron po vsebnosti encimov CAZY drugačna od 
ostalih preiskovanih, morska proteobakterija Pseudoalteromonas 
agarivorans pa se od morskih bakteroidet ne razlikuje. Tudi po tem grafu 
vidimo, da se bakteriji KP1 in VR6 uvrstita med seve vrst Cellulophaga 
lytica in Polaribacter sp. 
 
KP1 ima od VR6 več encimov za razgradnjo agarja (predvsem GH86, delno 
tudi GH16), karagenana (GH82 in delno GH16). VR6 ima od KP1 več 
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Slika 14: Grafikon "heatmap" za povprečja števil encimov CAZY v posameznih družinah za vse štiri 
skupine bakterij. Prikaže, katere družine encimov CAZY se pojavljajo pri posameznih skupinah bakterij. 
Prikazano je povprečje števil encimov CAZY v posameznih družinah po skupinah bakterij. 
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Slika 15: Grafikon NMDS, ki prikazuje razlike v profilih encimov CAZY za izbrane bakterije. Bakterije se glede na profil encimov CAZY razporedijo po 
koordinatnem sistemu. Opazi se gručanje bakterij po skupinah. Zelene so bakterije iz skupine ena, vijolične iz skupine dva, rumene iz skupine tri, rdeče iz skupine 
štiri, črne so bakterije, ki jih nismo uvrstili v nobeno skupino. 
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Slika 16: Grafikon NMDS s točkami namesto imen bakterij za boljšo preglednost. Zelene so bakterije iz skupine ena, vijolične iz skupine dva, rumene iz skupine 
tri, rdeče iz skupine štiri, črne so bakterije, ki jih nismo uvrstili v nobeno skupino. 
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Slika 17: Grafikon "heatmap" bakterij iz 
rodu Polaribacter. 
Naredili smo tudi primerjave 
profilov encimov CAZY za rodova 
Polaribacter in Cellulophaga 
(Slika 17 in Slika 18). Ker barve 
prikazujejo povprečje in niso 
standardizirane, se pri tako 
majhnem število tako podobnih 
bakterij vsaka sprememba števila 
encimov pozna v barvi. Razlike 
med posameznimi sevi znotraj 
rodov niso tako velike, kot bi bilo 
moč sklepati iz grafov na prvi 
pogled, po navadi je razlika le 
nekaj encimov.  
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Glede na primerjavo znotraj rodu 
Polaribacter (Slika 17) ima sev 
VR6 nadpovprečno število 
encimov iz družin CAZY GH113 
(mananaze), GH13 (škrob), PL6 
in PL7 (alginat); glede na 
primerjavo znotraj rodu 
Cellulophaga (Slika 18), pa ima 
sev KP1 nadpovprečno število 
encimov iz družin CAZY PL1 
(pektin), GH63 (razne 
glukozidaze), GH20 (N-acetil-
glukozamin), CE2 (ksilan), 
GH92 (manoza), GH129 (N-
acetil-galaktozamin). 
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Preglednica 11: Število genov za encime CAZY in transporterje SusD pri sevih Cellulophaga lytica KP1 
in Polaribacter sp. VR6. 
Bakterija SusD GH CE PL Skupaj 
CAZY 
KP1 35 61 26 7 94 
VR6 9 42 21 12 75 
 
4.1.3 Lokusi PUL – susD 
S pomočjo več skritih modelov Markova smo v genomih poiskali gene, ki kodirajo 
proteine SusD. Vse odkrite gene smo nato z algoritmom BLAST primerjali med sabo 
ter podobne uvrstili skupaj v »skupke susD«. Skupki susD so merilo za podobne lokuse 
PUL, saj so ti geni uporabljani kot markerji za lokuse PUL, sorodnost genov pa kaže na 
sorodnost lokusov PUL. Tako smo dobili lokuse PUL z (najverjetneje) skupnim 
izvorom in funkcijo. Pri skupkih susD, ki so pogosti v največ bakterijah, smo pripisali 
funkcijo genom okoli gena susD pri vseh genomih ter tako dobili napovedano funkcijo 
lokusa PUL (Preglednica 12, natančneje PRILOGA B). Ugotavljali smo tudi, kako 
ohranjen je lokus PUL; merilo za to je bilo, pri koliko bakterijskih vrstah je prisoten 
okoliški gen iz enake družine CAZY. 
Preglednica 12: Skupki lokusov PUL z najbolj ohranjenimi geni okoli susC in susD. Ohranjenost je delež 
bakterij z encimom iz najpogostejše družine CAZY v tem skupku lokusov PUL. Kjer se jo je dalo 
določiti, je v oklepaju napisana še najverjetnejši substrat tega lokusa. 





1 GH16 (agar, laminarin) 26 0,6 
2 GH13 (škrob) 24 0,5 
5 GH3 18 0,5 
7 PL7, PL17 (alginat) 16 0,7 
9 GH16 12 1 
12 GH29 (fukoidan) 12 1 
16 GH13 (škrob) 11 1 
17 PL6 (alginat) 11 0,8 
26 GH130 9 1 
27 PL17 (alginat) 9 0,8 
30 GH16 8 0,6 
31 GH32 8 1 
44 GH27, GH26, GH130 6 1 
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Prikazi izbranih lokusov PUL iz obeh sevov. Prikazano je zaporedje genov v lokusih, označeni so ključni geni. Rdeči so geni susD, vijolični susC, modri 
so geni za encime CAZY, zeleni so geni, predvideni z uporabo algoritma BLAST glede na znane encime, sivi so ostali geni. Številke pod geni so oznake 
lokusov – »locus tagi« 
 
            3005   3006  3007   3008  3009 
Slika 19: Lokus PUL bakterije KP1 iz skupka 1.  
 
 
         3411        3412     3413   3414   3415   3416                   3417 




3023      3024        3025 3026     3027      3028       3029     3030       3031      3032      3033       3034       3035      3036        3037       3038     3039 
Slika 21: Lokusa PUL bakterije VR6 iz skupkov 17 in 27, ki se držita skupaj.   
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4.2 RAST IN RAZGRADNJA POLISAHARIDOV PRI CELLULOPHAGA 
LYTICA KP1 IN POLARIBACTER SP. VR6 
Preverjali smo zmožnost rasti in razgradnje agarja, agaroze, alginata, κ-karagenana, 
ksilana, hitina, škroba, karboksimetilceluloze – CMC in kristalne celuloze – avicel. 
KP1 od preiskovanih substratov razgrajuje škrob, alginat, karagenan, agar in agarozo 
(opaziti je tudi dobro rast na CMC, a ne dosti boljše od kontrole) (Slika 1); agar, 
karagenan in agarozo lahko uporablja tudi kot edini vir ogljika in energije (če 
zanemarimo morsko vodo kot morebiten manjši vir hranil) (Slika 22). VR6 razgrajuje 
škrob in alginat (Slika 23). 
KP1 hitreje raste, a začne v tekočih gojiščih tudi hitreje propadati. Oba seva ponovno 
rasteta po dveh tednih shranjevanja plošč pri 4 °C, KP1 zrase tudi po enem letu 
shranjevanja v 15 % glicerolu pri -20 °C. 
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4.2.1 Rast sevov Cellulophaga lytica KP1 in Polaribacter sp. VR6 na 
tekočih gojiščih s polisaharidi 
Od preiskovanih polisaharidov KP1 raste na agarju, alginatu, karagenanu in škrobu 
(Slika 22), VR6 pa na škrobu in alginatu (Slika 23) (PRILOGA I). 
 
Slika 22: Optična gostota kot prikaz rasti bakterije KP1 na različnih substratih. Vsem je dodan pepton in 
kvasni ekstrakt, tema pa je dodana preiskovana snov. Debelejša črta prikazuje kontrolo – samo pepton in 
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Slika 23: Optična gostota kot prikaz rasti bakterije VR6 na različnih substratih. Vsem je dodan pepton in 
kvasni ekstrakt, tema pa je dodana preiskovana snov. Debelejša črta prikazuje kontrolo – samo pepton in 
kvasni ekstrakt, brez dodatnega substrata. Napake so standardni odkloni. 
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4.2.2 Rast sevov Cellulophaga lytica KP1 in Polaribacter sp. VR6 na 
trdnih gojiščih s polisaharidi in pogrezanje v polisaharidni substrat 
4.2.2.1 Razgradnja alginata 
Razgradnjo alginata smo hoteli preveriti tudi na trdnem gojišču, a nam z izjemo 
alginatnih kroglic za imobilizacijo ni uspelo narediti gojišča, ki bi se strdilo (kljub 
dodatku CaCl2). Kroglice smo dodajali v epruvete in merili optično gostoto, vendar smo 
to opustili, saj s tem nismo pridobili dodatnih informacij v primerjavi z raztopljenim 
alginatom. 
 
4.2.2.2 Razgradnja karagenana 
Na ploščah z gojiščem »marine broth« in karagenanom sta zrasli obe bakteriji, KP1 se 
je malo pogreznila v gojišče (Slika 26). KP1 je zrasla tudi na plošči s karagenanom kot 
edinim virom ogljika in energije – tam se je še bolj pogreznila, VR6 pa na takem 
gojišču ni rasla. 
 
4.2.2.3 Razgradnja agarja in agaroze 
Zmožnost razgradnje agarja pri KP1 je bila očitna – že na običajnem gojišču (»marine 
broth« z 1,5 % agarja) se je pogreznila v gojišče (Slika 25). KP1 je zrasla na gojiščih z 
agarjem ali agarozo kot edinim virom ogljika in energije in se tudi pogreznila, VR6 pa 
na teh gojiščih ni zrasla. 
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Slika 25: Ugreznitev seva KP1 v gojišču "marine broth" z agarjem. Plošča je zaradi boljšega kontrasta 
pobarvana z barvilom kongo-rdeče. Sev razgrajuje agar, kar je opazno kot ugreznitev, kjer je rasla 
bakterijska kolonija. Ugreznitev je označena s puščico. 
 
Slika 26: Rast bakterije KP1 na gojišču "marine broth" z dvoodstotnim karagenanom. Vidne so 
ugreznitve bakterijskih kolonij, ki so označene s puščico. Sev razgrajuje karagenan. 
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4.3 IZRAŽANJE PROTEINOV 3799 IN 3857 
Izražanje obeh encimov smo začeli z reakcijo PCR s polimerazo Phusion (Preglednici 4 
in 5). Plazmid in produkte reakcije PCR smo cepili z restriktazami in nato z ligazo 
združili v nove plazmide. Plazmide smo s transformacijo vstavili v kompetentne celice 
in jih ponovno izolirali, da smo preverili, ali se je insert vstavil (PRILOGA K). Po 
pozitivnem rezultatu smo plazmid sekvencirali in izrazili.  
 
4.3.1 Pomnožitev genov 3799 in 3857 
Gena 3799 in 3857 smo uspešno pomnožili z reakcijo PCR (PRILOGA K). 
 
4.3.2 Restrikcija, ligacija, transformacija 
Gena 3799 in 3857 smo uspešno klonirali v sev TOP10 bakterije E.coli. 
 
4.3.3 Rezultati sekvenciranja insertov 
Plazmide smo poslali na sekvenciranje k podjetju Microsynth. Dobili smo zaporedje 
inserta, ki je bilo glede na napoved iz genoma seva KP1 in zaporedja plazmida brez 
mutacij. Zaporedje je v prilogi H. 
 
4.3.4 Rezultati izražanja proteinov 3799 in 3857 
Izražanja (rast sevov na trdnih gojiščih, geli SDS-PAGE proteinov in membrane 
prenosov proteinov po Westernu) so, v kolikor ni napisano drugače, narejena v sevu 
TOP10 bakterije E.coli. Lestvica na gelih SDS-PAGE je PageRuler™ Prestained 
Protein Ladder Plus (Thermo Scientific). 
Izražanje smo preverjali na trdnih gojiščih, z elektroforezo SDS-PAGE, s prenosom po 
Westernu in s testom utekočinjenja substrata. 
Na trdnih gojiščih smo preverjali rast sevov s plazmidi z geni za encima 3799 in 3857 
na gojišču LB z dodano agarozo oziroma karagenanom. 
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Sev TOP10 bakterije E.coli s praznim plazmidom na gojišču LB s karagenanom raste z 
izbočenimi kolonijami, ki se v gojišče ne pogrezajo (Slika 27). Isti sev, v katerega s 
transformacijo namesto praznega dodamo plazmid z genom za karagenazo (gen 3799), 
se v gojišče pogrezne (Slika 28), kar kaže na karagenazno aktivnost gena 3799. 
 
Slika 27: Rast seva s praznim plazmidom na gojišču LB s karagenanom. Negativna kontrola s praznim 
plazmidom nam pokaže, kako sev TOP10 raste s praznim plazmidom. Kolonije so izbočene in se ne 
ugrezajo, na kar kaže puščica. 
 
Slika 28: Rast seva z genom 3799 na gojišču LB s karagenanom. Kolonije so očitno ugreznjene, na kar 
kaže puščica. Produkt gena 3799 razgrajuje karagenan. 
Sev TOP10 s praznim plazmidom na gojišču LB z agarozo raste z izbočenimi 
kolonijami, ki se v gojišče ne pogrezajo (Slika 29). Isti sev, v katerega s transformacijo 
namesto praznega dodamo plazmid z genom za agarazo (gen 3857), se v gojišče 
pogrezne (Slika 30), kar kaže na agarazno aktivnost gena 3857. Agarazno aktivnost 
gena 3857 smo preverili tudi v drugem sevu iste bakterije (XL1-B), kjer se opazi še 
večja agarazna aktivnost (Slika 31). 
Opazili smo tudi boljšo aktivnost seva z agarazo kot seva s karagenazo. 
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Slika 29: Rast seva s praznim plazmidom na gojišču LB z agarozo. Negativna kontrola s praznim 
plazmidom nam pokaže, kako sev TOP10 raste s praznim plazmidom. Kolonije so izbočene in se ne 
ugrezajo, na kar kaže puščica. 
 
Slika 30: Rast seva z genom 3857 na gojišču LB z agarozo. Kolonije so očitno ugreznjene, na kar kaže 
puščica. Produkt gena 3857 razgrajuje agarozo. 
 
Slika 31: Rast seva XL1-B z genom 3857 na gojišču LB z agarozo. Kolonije so očitno ugreznjene, na kar 
kaže puščica. Tudi v tem sevu produkt gena 3857 razgrajuje agarozo. 
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Izražanje proteina 3857 smo preverili tudi z elektroforezo SDS-PAGE, gel smo 
pobarvali z barvilom Coomasie in opazili liso pri pričakovani velikosti proteina pri 
sevih obeh genov (Slika 32, Slika 34). 
Za potrditev, da je lisa na gelu res produkt gena 3857, smo naredili še prenos proteinov 
po Westernu (Slika 33, Slika 35), kjer smo direktno dokazali protein 3857. 
Opazili smo, da proteina po daljši inkubaciji (22h) na gelu nismo več opazili (Slika 32, 
Slika 33).  
 
 
Slika 32: SDS-PAGE gel izražanja gena 3857 in seva s praznim plazmidom (PP). S puščico je označena 
lisa okoli 50 kDa, ki je pričakovana velikost tega proteina (51 kDa). Lisa je prisotna pri sevu s 
plazmidom, pri sevu brez plazmida pa je ni. 
 
Slika 33: Prenos po Westernu proteina 3857 in seva brez plazmida. Z leve proti desni so bili na gel 
nanešeni ekstrakti praznega plazmida po 22, 4 in 2 urah po indukciji z IPTG ter ekstrakt seva s plazmidov 
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Slika 34: SDS-PAGE gel izražanja gena 3799 in seva s praznim plazmidom (PP). Izražanje encima je 
očitno pri okoli 50 kDa (označeno s puščico), kar je pričakovana velikost tega proteina. Lisa je prisotna 
pri sevu s plazmidom, pri sevu brez plazmida pa je ni. 
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Slika 35: Prenos proteinov po Westernu proteina 3799 in seva brez plazmida. Z leve proti desni so bili na 
gel nanešeni ekstrakti praznega plazmida po 2 in 4 urah po indukciji z IPTG ter ekstrakt seva s plazmidov 
3857 po 2 in 4 urah po indukciji z IPTG. S puščico je označena lisa proteina 3857. 
 
4.3.5 Rezultati izražanja encimov 3799 in 3857 s poskusom 
utekočinjenja substrata 
Dokazali smo utekočinjenje obeh substratov, tako agaroze s sevom, ki vsebuje gen 
3857, kot tudi karagenana s sevom, ki vsebuje gen 3799. Negativne kontrole (ekstrakt 
seva s praznim plazmidom, ekstrakt seva z drugim plazmidom (agaraza pri karagenanu 
in obratno), ekstrakcijski pufer, brez dodatka) so pokazale, da je za utekočinjenje res 
odgovoren ta gen (3799 pri karagenanu in 3857 pri agarozi), saj se pri nobeni negativni 
kontroli substrat ni utekočinil. Pri agarozi je bil rezultat povsem očiten, opazi se ga tudi 
na sliki (PRILOGA L) kot ukrivljenost gladine zaradi površinske napetosti. Pri 
karagenanu je bil rezultat manj očiten, na sliki (PRILOGA L) se ga ne opazi, smo pa s 
poskusom pipetiranja zaznali občutno manj trden gel kot pri negativnih kontrolah. To je 
tudi v skladu z rastjo na ploščah, kjer se je sev z agarazo bolj ugreznil. 
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Bakterije debla Bacteroidetes so dobro raziskane kot del mikrobiote živali s stalno 
telesno temperaturo, predvsem prežvekovalcev, v morju pa njihova vloga še ni dobro 
preučena. Več raziskav je potrdilo njihovo pomembno vlogo pri razgradnji kompleksnih 
polisaharidov. Za razgradnjo uporabljajo številne slabo poznane encime iz družine 
CAZY (ang. Carbohydrate active enzymes, encimi, ki delujejo na ogljikovih hidratih). 
Svoje raziskovanje smo usmerili v iskanje biotehnološko zanimivih encimov CAZY, ki 
bi razgrajevali polisaharide morskih organizmov. Preučili smo dva seva debla 
Bacteroidetes, KP1 in VR6, ki so ju izolirali iz površine obalne vode Koprskega zaliva. 
Sekvencirali smo genomsko DNA teh dveh sevov. Opravili smo bioinformatsko analizo 
na podlagi zaporedja DNA obeh sevov ter v njunih genomih iskali encime CAZY. Za 
potrjevanje bioinformatskih napovedi smo seva gojili na gojiščih z različnimi 
kompleksnimi substrati (agar, karagenan, alginat, agaroza, celuloza …). 
Bakteriji KP1 in VR6 smo uspešno sekvencirali in anotirali genom ter uvrstili v vrsti. 
Sodita v deblo Bacteroidetes v vrsti Cellulophaga lytica in Polaribacter sp.. V genomih 
obeh bakterij smo poiskali encime CAZY, nabor teh encimov pa smo primerjali z 
nabori encimov drugih morskih bakteroidet. Bakteriji se tudi glede na encime CAZY 
uvrstita med taksonomsko bližnje bakterijske vrste. 
Pri analizi pvclust smo opazili uvrščanje bakterij v različne skupine glede na profil 
encimov CAZY, kar najbrž nakazuje na skupine bakterij z različnimi prehranskimi 
nišami. Predvsem izstopajo Arenibacter algicola (bakterija z alge, a izolirana zaradi 
obogatitve gojišča z aromatskimi ogljikovodiki), Kriegella aquimaris (bakterija, 
izolirana z alge) in Flavobacterium johnsoniae (bakterija, izolirana s korenine kopenske 
rastline) in Zobellia galactanivorans (bakterija, izolirana z alge). Gručanje bakterijskih 
vrst s podobno prehransko nišo glede na profil encimov CAZY pri morskih 
bakteroidetah ni tako očitno kot pri bakteroidetah prebavil živali s stalno telesno 
temperaturo (Accetto in Avguštin, 2015). Razloge za to lahko iščemo predvsem v 
različnih »sekundarnih« parametrih (slanost, temperatura, tlak …), ki so ključni za 
določevanje habitatov morskih bakteroidet, sama zmožnost razgradnje polisaharidov pa 
v morju očitno nima tako velike funkcije kot v prebavilih kopenskih živali. 
Bakterije smo glede na profile encimov CAZY (Slika 12, Slika 13) razdelili v štiri 
skupine. Glede na število encimov CAZY dominira skupina 1, a ima vsaka skupina 
družino CAZY, v kateri ima nadpovprečno število encimov. Preučili smo 124 družin 
encimov CAZY (PRILOGA F). Pri 98 družinah imajo največ encimov bakterijske vrste 
iz skupine 1, pri desetih bakterijske vrste iz skupine 2, pri sedmih bakterijske vrste iz 
skupine 3 in pri štirih družinah bakterijske vrste iz skupine 4. 
Kozak A. P. Seva Cellulophaga sp. KP1 in Polaribacter sp. VR6 kot vir biotehnološko zanimivih encimov. 






Skupina 1 je nehomogena in vključuje bakterije, ki ne spadajo v druge skupine. Med 
njimi je na primer Arenibacter algicola, pridobljena z bogatitvijo morske vode z 
aromatskimi ogljikovodiki, Zobellia galactanivorans, znana po zmožnosti razgradnje 
veliko različnih polisaharidov itd. Te bakterije imajo večje genome kot ostale, kar se 
kaže tudi v večjem številu encimov CAZY. Kot vidimo na grafikonu »heatmap« (Slika 
14) ima ta skupina v večini družin CAZY največ predstavnikov. Bakterijske vrste iz te 
skupine imajo v povprečju od drugih skupin manj encimov le pri družinah CAZY 
GH104 (razgradnja peptidoglikana), GH37 (trehalaze), GH109 (n-
acetilgalaktozaminidaze) in nekaj drugih družinah, večinoma zadolženih za razgradnjo 
celuloze, peptidoglikana, alginata, agarja in ι-karagenana (PRILOGA F). Treba je 
poudariti, da imajo bakterije te skupine za več teh substratov encime iz drugih družin 
CAZY in vsaj nekatere izmed bakterij v tej skupini na primer dobro razgrajujejo agar in 
podobne substrate. 
Skupina 2 je sestavljena iz bakterij rodu Cellulophaga. Bakterije v tej skupini imajo 
nadpovprečno število genov za razgradnjo agarja, karagenana, celuloze, ksilana, 
peptidoglukana in n-acetilgalaktozaminskih polimerov (družine CAZY GH114, GH82, 
GH104, GH11, GH86, GH129) (PRILOGA F). To je taksonomsko najbolj homogena 
skupina. 
Skupina 3 je sestavljena iz različnih bakterij, ki pa imajo precej podoben profil encimov 
CAZY. Bakterije imajo nadpovprečno število encimov za razgradnjo škroba, ksilana in 
celuloze (GH37, GH57, GH77, GH94, GH32, GH17, CE4, GH120) (PRILOGA F). 
Skupina 4 je prav tako sestavljena iz različnih bakterij s podobnim profilom encimov 
CAZY. Med njimi je med drugim večina vrst rodu Polaribacter. Ta skupina ima najmanj 
encimov CAZY. Imajo predvsem nadpovprečno število genov za razgradnjo alginata 
(PL17, PL7, PL6, CE16, GH81, GH4, GH113) (PRILOGA F). 
Skupine najverjetneje označujejo različne prehranske niše morskih bakteroidet. Skupina 
1 je očitno precej drugačna od ostalih, glede na velikost njihovih genomov in število 
encimov CAZY sklepamo, da so zmožne razgrajevati številne različne polimerne 
substrate in niso prilagojene za določeno prehransko nišo. Ostale skupine so si glede na 
profile encimov CAZY bolj podobne, zelo verjetno ekološke niše bolj kot sama 
zmožnost razgradnje posameznih polimerov določajo drugi parametri. Predpostavljamo, 
da so za morske bakterije debla Bacteroidetes pomembni tudi drugi parametri, kot na 
primer temperatura, slanost, tlak, pH, dostopnost kisika, svetloba … 
KP1 spada v skupino 2, VR6 pa v skupino 4. Glede na rast na polisaharidih je uvrstitev 
v skupini ustrezna. KP1 razgrajuje več različnih polisaharidov, raste na agarju, 
karagenanu, alginatu, VR6 pa izmed preiskovanih substratov poleg škroba razgrajuje le 
alginat. 
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Geni CAZY se pogosto urejajo v lokuse, imenovane PUL (ang. Polysaccharide 
utilisation locus, lokus uporabe polisaharidov), zato smo pregledali predvsem okolico 
teh. V to analizo smo vključili tudi genome drugih bakterij družine Flavobacteriaceae 
(pridobljene s spletne banke GenBank). S tem smo pridobili splošen vpogled v nišo teh 
bakterij, saj smo določili, kateri polisaharid najpogosteje razgrajujejo (kateri lokusi PUL 
so najpogostejši). Za morske bakteroidete so očitno najpomembnejši polisaharidni 
substrati agar, laminarin, škrob, karagenan in alginat, kar se vidi iz števila lokusov PUL 
za razgradnjo teh polimerov, tudi preiskovani bakteriji (predvsem KP1) razgrajujeta 
večino teh substratov. 
KP1 ima več encimov CAZY (94) kot VR6 (75), ima tudi več genov susD (KP1 jih ima 
35, VR6 pa 9) (Preglednica 11), ki nakazujejo na večje število lokusov PUL. Tudi 
testiranje razgradnje polisaharidnih substratov kaže na to, da ima ta sev večji potencial 
razgradnje polisaharidov morskih substratov, in je zato biotehnološko zanimivejši. 
Zaradi teh razlogov smo encima, ki smo ju izbrali za izražanje, iskali v genomu te 
bakterije. Rekombinantno smo izrazili agarazo in karagenazo v bakteriji Escherichia 
coli. Encimov nismo očistili, a smo kljub temu zaznali njuno učinkovitost. Glede na 
enostavnost kloniranja teh encimov in število takih encimov v genomih morskih 
bakteroidet bi lahko najverjetneje z malo truda dobili širok nabor različnih encimov za 
razgradnjo polisaharidov, kar je biotehnološko nedvomno zanimivo. Nadaljnja 
raziskovanja na tem področju bi se lahko usmerila v izolacijo, čiščenje in 
karakterizacijo encimov ter njihovo uporabo. Za začetek bi lahko uporabili bolj 
specializiran sev za izražanje z manj proteazami, saj v našem sevu TOP10 po 22-urni 
inkubaciji izraženega proteina nismo več zaznali (Slika 33). 
Z raziskovalnim delom smo potrdili obe delovni hipotezi. Sev KP1 ima 35, VR6 pa 9 
skupkov encimov CAZY – lokusov PUL. Skupaj s sorodnimi bakterijami spadata vsaka 
v svojo ekološko nišo, znotraj niše pa se še dodatno razlikujeta po profilu encimov 
CAZY, vendar po številu encimov ne izstopata med njima najbližjimi bakterijskimi 
sevi. 
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V nalogi smo zaključili: 
• z bioinformatskimi orodji lahko poiščemo biotehnološko zanimive encime v 
genomih bakterij; 
• morske bakteroidete imajo veliko encimov CAZY, a se po njihovem številu ne 
morejo primerjati s tistimi iz prebavil živali s stalno telesno temperaturo; 
• za morske bakteroidete so najpomembnejši polisaharidni substrati agar, 
laminarin, karagenan, škrob in alginat; 
• obstaja več različnih ekoloških niš za razgradnjo polisaharidov, ki se kažejo v 
količini posameznih družin encimov CAZY; 
• znotraj ekoloških niš z enakim profilom encimov CAZY so verjetno pomembni 
drugi fizikalno-kemijski parametri (slanost, tlak, temperatura …); 
• rekombinantno izražanje zunajceličnih encimov morskih bakteroidet za 
razgradnjo polisaharidov je enostavno in učinkovito. 
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Bakterije debla Bacteroidetes so dobro raziskane kot del mikrobiote živali s stalno 
telesno temperaturo, predvsem prežvekovalcev, v morju pa njihova vloga še ni dobro 
preučena. Več raziskav je potrdilo njihovo pomembno vlogo pri razgradnji kompleksnih 
polisaharidov. Za njihovo razgradnjo uporabljajo številne slabo poznane encime iz 
družine CAZY (ang. Carbohydrate active enzymes, encimi, ki delujejo na ogljikovih 
hidratih). 
Svoje raziskovanje smo usmerili v iskanje biotehnološko zanimivih encimov CAZY, ki 
bi razgrajevali morske polisaharide. Preučili smo dva seva tega debla, KP1 in VR6, ki 
so ju izolirali iz Jadranskega morja. Sevoma smo sekvencirali genomsko DNA. Opravili 
smo bioinformatsko analizo na podlagi zaporedja DNA obeh sevov, za potrjevanje 
bioinformatskih napovedi pa smo seva gojili na gojiščih z različnimi kompleksnimi 
substrati (agar, karagenan, alginat, agaroza, celuloza …). 
Bakteriji KP1 in VR6 smo uspešno sekvencirali in anotirali genom ter uvrstili v vrsti. 
Sodita v deblo Bacteroidetes v vrsti Cellulophaga lytica in Polaribacter sp.. V genomih 
obeh bakterij smo poiskali encime CAZY, nabor teh encimov pa smo primerjali z 
nabori encimov drugih morskih bakteroidet. Bakteriji se tudi glede na encime CAZY 
uvrstita med taksonomsko bližnje bakterijske vrste. 
Glede na profile encimov CAZY smo morske bakteroidete razvrstili na štiri skupine. 
Skupine se med sabo razlikujejo po encimih CAZY in označujejo različne ekološke 
niše. 
Poleg primerjave na nivoju encimov CAZY smo morske bakteroidete primerjali tudi 
glede na lokuse PUL in ugotovili, da so najpomembnejši lokusi PUL za razgradnjo 
agarja, laminarina, škroba in alginata. 
Izrazili smo dva encima iz seva KP1. Izbrali smo agarazo in karagenazo, ju izrazili in 
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PRILOGA A: Zaporedja genov za 16S rRNA bakterij VR6 in KP1, 
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PRILOGA B: 50 največjih skupkov podobnih lokusov PUL. 
 
Napisana je velikost teh skupkov in vsebnost encimov posameznih družin CAZY 
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v skupku jih je 9 



































































































































v skupku jih je 7 
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v skupku jih je 5 
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Ime encima PDB id. Ime gena Substrat Organizem 














beta_agaraza_B 1O4Z_D agaB samo agar Zobellia 
galactanivorans 
beta_agaraza_B2 4ATF_D agaB samo agar Zobellia 
galactanivorans 















































GH50 ekso_beta_agaraza_D 4BQ2_D aga50D samo agar Saccharophagus 
degradans 
ekso_beta_agaraza_D2 4BQ3_D aga50D samo agar Saccharophagus 
degradans 
ekso_beta_agaraza_D4 4BQ4_A aga50D samo agar Saccharophagus 
degradans 
ekso_beta_agaraza_D5 4BQ5_A aga50D samo agar Saccharophagus 
degradans 
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nadaljevanje      
Družina 
CAZY 
Ime encima PDB id. Ime gena Substrat Organizem 
GH82 iota_karagenaza 1H80_A 
  








 Alteromonas sp. ATCC 
43554 
GH86 beta_porfiranaza 4AW7_A 
  
Bacteroides plebeius 
GH105 beta_glukuronil_hidrolaza 4CE7_A 
 
ulvan Nonlabens ulvanivorans 














agar Bacteroides plebeius 
galaktozidaza3 4AK7_A 
 
agar Bacteroides plebeius 
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for file in *gbk* 
do 
A=`echo $file | sed s/".gbk"//` 
echo $A 
mkdir "$A"_CAZY 
cp $file "$A"_CAZY 
cd "$A"_CAZY  
a=`pwd` 
extractfeat *.gb* vsigeni -type CDS -describe locus_tag 
transeq vsigeni vsiproteini 
sed s/\>/\>\ / vsiproteini | awk ' {print $1,$4}' | sed s/\ \(locus_tag=\"// | sed s/\"\)// > 
vsiproteini1 
#awk ' {print $1, $3}' vsiproteini | sed s/\ \(locus_tag=\"// | sed s/\"\)// > vsiproteini1 
#razlika med sosednjima locus_tagoma 
grep \> vsiproteini1 | sort | sed 1d | head -2 | awk '{print $1}' | cut -d'_' -f2 | sed 's/[^0-
9]*//g' > vzorec 
razlika1=`tac vzorec | paste -sd- - | bc` 
echo $razlika1 
razdalja=`echo 5* $razlika1 | bc` 
echo $razdalja 
echo iščem CAZY s hmm... 
cat vsiproteini1 | parallel --gnu -j 2 --block 9272 --recstart '>' --pipe hmmscan --cpu 1 
/home/xubuntu/Desktop/dbCan/dbCAN-fam-HMMs.txt /dev/stdin > vsiproteini.out 
cp /home/xubuntu/Desktop/dbCan/all.hmm.ps.len $a 
cp /home/xubuntu/Desktop/dbCan/hmmscan-parser.sh $a 
/home/xubuntu/Desktop/dbCan/hmmscan-parser.sh vsiproteini.out > vsiproteini.out.txt 
cat vsiproteini.out.txt | grep -v CBM | awk '{print $1,$2}' | uniq > CAZYunik 
GT=`grep GT CAZYunik | wc -l` 
GH=`grep GH CAZYunik | wc -l` 
CE=`grep CE CAZYunik | wc -l` 
PL=`grep PL CAZYunik | wc -l` 
echo "$GH" "$CE" "$PL" "$GT" > razdelitev 
echo GH CE PL GT > prva 
cat prva razdelitev > "$A"_CAZY_anot 
cat CAZYunik | awk '{print $1}' | uniq -d > dvodomenski 
echo Dvodomenski proteini brez CBM >> "$A"_CAZY_anot 
grep -f dvodomenski CAZYunik >> "$A"_CAZY_anot 
rm razdelitev prva  
grep -v GT CAZYunik > samoGHCEPL 
#število pomameznih cazy 
cp /home/xubuntu/Desktop/dbCan/seznam_CAN $a 
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cp seznam_CAN vmesna 
echo štejem posamezne cazy gene 
while [ `wc -l < vmesna` -gt 0 ] 
do 
echo -n .  
grep `head -n 1 vmesna` samoGHCEPL | wc -l >> stevila 
sed -i 1d vmesna 
done 
paste seznam_CAN stevila | sed s/\.hmm// | awk '$2 != 0' | sort -n -r -k 2 > 
top_lista_GHCEPL 
echo "$A" > top_lista_GHCEPL_1 
paste seznam_CAN stevila | sed s/\.hmm// >> top_lista_GHCEPL_1 
# izključil iz prejšnje za vizualno kontrolo awk '$2 != 0' | in sort 
cat top_lista_GHCEPL >> "$A"_CAZY_anot 
echo "$A" > "$A"_stevila 
cat stevila >> "$A"_stevila 
rm vmesna 
#puls iz cazy 
#najprej test locus_taga 
niz=` head -1 samoGHCEPL | awk '{print $1}' | cut -d'_' -f2` 
echo $niz 
echo "$niz" | grep -q '[^0-9]' 
if [ $? = 0 ]; then 
    echo 'črke v lokus_tagu, preveri, da niso razlike med njimi 5 in ustrezno popravi 
skript!' 
fi 
awk '{print $1}' samoGHCEPL | cut -d'_' -f2 | sed 's/[^0-9]*//g' > 
samoGHCEPLunik_stevila 
awk -v x="$razdalja" 'NR % 2 != 0 {a=$1; b=$0;} NR % 2 == 0 {d=$1-a; if (d < x) 
{print b"\n" $0"\n" }}' samoGHCEPLunik_stevila > d 
awk -v x="$razdalja" 'NR % 2 == 0 {a=$1; b=$0;} NR % 2 != 0 {d=$1-a; if (d < x) 
{print b"\n" $0"\n" }}' samoGHCEPLunik_stevila >> d 




 while [ $j -le `wc -l < c` ]  
  do 
  sp=` awk -v x="$i" 'NR==x { print $1} ' c ` 
  zg=` awk -v x="$j" 'NR==x { print $1} ' c `  
  razlika=`echo "$zg" - "$sp" | bc` 
#  echo $i 
#  echo $j 
#  echo $razlika 
  if [ "$razlika" -lt "$razdalja" ]; then 
     sed "$z"'d' -i c 
     i=$((i+2)) 
Kozak A. P. Seva Cellulophaga sp. KP1 in Polaribacter sp. VR6 kot vir biotehnološko zanimivih encimov. 




     j=$((j+2)) 
     z=$((z+2))   
      else    
     i=$((i+3)) 
     j=$((j+3)) 
     z=$((z+3)) 
  fi 
  done 
cat c | uniq >> PULs_izCAZYanot 
 
echo Sev ima `cat samoGHCEPL | wc -l` GH, CE in PL!  
rm vsigeni vsiproteini vsiproteini1 hmmscan-parser.sh all.hmm.ps.len 
samoGHCEPLunik_stevila CAZYunik seznam_CAN stevila dvodomenski c d 
mkdir raw_dbCan 
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PRILOGA E: Skripta za iskanje genov susD. 
 
#!/bin/bash 
if [ $# -lt 1 ]; then 
 echo uporaba: $0 datoteka_z_genomom 




cp $gbk *hmm "$gbk"_susD 
cd "$gbk"_susD 
extractfeat $gbk vsigeni -type CDS -describe locus_tag,product -warning 0 
transeq vsigeni proteini 
#išče tonB 
hmmsearch --textw 150 Plug.hmm proteini > plug 
sed '1,17d' plug | csplit -s - "/Domain/" 
awk ' {print $11, $1}' xx00 | sort | sed s/------// |tr "[" " " | sed s/No// | awk 'NF > 0'> 
plug_urejen 
echo Plug.hmm   "`cat plug_urejen | wc -l`" 
hmmsearch --textw 150 TonB_dep_Rec.hmm proteini > tonBdep 
sed '1,17d' tonBdep | csplit -s - "/Domain/" 
awk ' {print $11, $1}' xx00 | sort | sed s/------// |tr "[" " " | sed s/No// | awk 'NF > 0'> 
tonBdep_urejen 
echo TonB_dep_Rec.hmm   "`cat tonBdep_urejen | wc -l`" 
cat plug_urejen tonBdep_urejen | sort | sed s/\(locus_tag=\"// | sed s/\".// > skupajtonB 
awk ' {print $1}' skupajtonB | sort -u > skupaj_locustagiton 
echo skupaj   "`cat skupaj_locustagiton | wc -l`" 
extractfeat $gbk tonBgeni -type CDS -value `cat skupaj_locustagiton | tr "\n" ","` -
describe product,locus_tag -warning 0 
transeq tonBgeni tonBprotein 
sed s/\>N/\>\ / tonBprotein | awk ' {print $1,$4}' | sed s/\ \(locus_tag=\"// | sed s/\",// > 
tonBproteini 
#išče susD 
hmmsearch --textw 150 SusD.hmm proteini > susD 
sed '1,17d' susD | csplit -s - "/Domain/" 
awk ' {print $11, $1}' xx00 | sort | sed s/------// | tr "[" " " | sed s/No// | awk 'NF > 0'> 
susD_urejen 
echo SusD.hmm   "`cat susD_urejen | wc -l`" 
hmmsearch --textw 150 SusD-like_3.hmm proteini > susD-like_3 
sed '1,17d' susD-like_3 | csplit -s - "/Domain/" 
awk ' {print $11, $1}' xx00 | sort | sed s/------// |tr "[" " " | sed s/No// | awk 'NF > 0'> 
susD-like_3_urejen 
echo SusD-like_3.hmm   "`cat susD-like_3_urejen | wc -l`" 
hmmsearch --textw 150 SusD-like_2.hmm proteini > susD-like_2 
sed '1,17d' susD-like_2 | csplit -s - "/Domain/" 
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awk ' {print $11, $1}' xx00 | sort | sed s/------// |tr "[" " " | sed s/No// | awk 'NF > 0'> 
susD-like_2_urejen 
echo SusD-like_2.hmm   "`cat susD-like_2_urejen | wc -l`" 
cat susD_urejen susD-like_3_urejen susD-like_2_urejen | sort | sed s/\(locus_tag=\"// | 
sed s/\".// > skupajsusD 
awk ' {print $1}' skupajsusD | sort -u > skupaj_locustagisusD 
echo skupaj   "`cat skupaj_locustagisusD | wc -l`" 
extractfeat $gbk susDgeni -type CDS -value `cat skupaj_locustagisusD | tr "\n" ","` -
describe product,locus_tag -warning 0 
transeq susDgeni susDprotein 
sed s/\>N/\>\ / susDprotein | awk ' {print $1,$4}' | sed s/\ \(locus_tag=\"// | sed s/\",// > 
susDproteini 
rm  tonBprotein susDprotein xx* *urejen 
#pridobi produkte okoli susD, saj je pred temi zmeraj susC 
grep \> proteini | cut -d'(' -f2 | cut -d ')' -f1 | sed s/locus_tag=\"// | sed s/\",\ 
product=\"/\ / > seznam_vseh_locus_product 
grep -A 10 -B 10 -f skupaj_locustagisusD seznam_vseh_locus_product >PULs 
rm $gbk 
cd .. 
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PRILOGA F: Razlike med skupinami bakterij z različnimi profili CAZY. 
 
Skupine bakterij glede na profile encimov CAZY. Pri skupinah so napisane 
nadpovprečno zastopane družine CAZY in njihova aktivnost oziroma substrat. Pri prvi 
skupini so napisane družine CAZY, ki so podpovprečno zastopane. Napisano je še 
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GH86 agaraze, porfiranaze 
S 4 GH104 peptidoglikan 
Z 1 GH129 n-acetilgalaktozaminidaze 







Z 1 GH57 amilaze, pululanaze, galaktozidaze 
Cohesin celuloza 
GH94 celuloza, laminarin 
Nekaj GH32 fruktani 
Nekaj GH17 glukozidaze 
Nekaj CE4 ksilan, hitin, peptidoglikan 
Z 1 GH120 ksiloza 
Nekaj AA2 manganske peroksidaze, splošne peroksidaze, lignin-peroksidaze, peroksidaze 










GH4 maltoza, galaktozidaze 
GH8 hitinaze, celulaze, ksilanaze 
GH81 endo-glukanaze 
Nekaj AA2 manganske peroksidaze, splošne peroksidaze, lignin-peroksidaze, peroksidaze 
Nekaj GH110 galaktozidaze 
PL7 alginat-liaze 
SLH celuloza 
Z 1 GH53 galaktanaze 
Z 1 PL6 alginat-liaze, hondroitinaze 
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Razporeditev encimov družin CAZY po skupinah. V prvem stolpcu je družina CAZY, v 
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PRILOGA G: Zaporedja genov 3799 in 3857 iz bakterije KP1. 
 
Podčrtan je signalni peptid. 3799 ima pričakovano velikost 50 kDa, 3857 pa 51 kDa. 
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PRILOGA H: Napovedano zaporedje dela plazmida pQE z genoma 3799 
oziroma 3857. 
Napovedano zaporedje dela plazmida pQE z genom 3857. Male črke označujejo insert, 

























Napovedano zaporedje dela plazmida pQE z genom 3799. Male črke označujejo insert, 
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PRILOGA I: Optične gostote OD600 sevov KP1 in VR6 v tekočih gojiščih. 
Optične gostote OD600 bakterije VR6 v preiskovanih gojiščih. 
čas 
[dnevi] 
P+K ALGINAT KSILAN KARAGENAN HITIN CMC ŠKROB AVICEL 
 





a 2 0,35 0,60 0,39 0,23 0,02 0,34 1,03 0,10 
3 0,32 0,59 0,36 0,28 0,01 0,32 1,20 0,06 
6 0,30 0,52 0,36 0,29 0,05 0,31 1,03 0,04 
8 0,27 0,54 0,33 0,28 0,02 0,29 0,92 0,09           










i 1 0,01 0,02 0,03 0,07 0,01 0,01 0,10 0,05 
2 0,03 0,01 0,03 0,02 0,01 0,02 0,06 0,04 
3 0,05 0,01 0,03 0,00 0,04 0,01 0,11 0,03 
6 0,02 0,01 0,03 0,02 0,02 0,01 0,11 0,04 
 
Optične gostote OD600 bakterije KP1 v preiskovanih gojiščih. 
čas 
[dnevi] 
P+K ALGINAT KSILAN KARAGENAN HITIN CMC ŠKROB AVICEL 
 





a 2 0,27 0,66 0,31 0,40 0,07 0,37 0,65 0,31 
3 0,22 0,67 0,24 0,47 0,09 0,31 0,77 0,23 
6 0,12 0,40 0,15 0,53 0,05 0,17 0,78 0,12 
8 0,11 0,33 0,13 0,52 0,06 0,15 0,62 0,12           










i 1 0,01 0,03 0,01 0,06 0,02 0,01 0,00 0,01 
2 0,01 0,02 0,01 0,08 0,01 0,01 0,03 0,00 
3 0,00 0,03 0,01 0,11 0,01 0,01 0,15 0,00 
6 0,01 0,02 0,01 0,12 0,01 0,03 0,16 0,00 
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PRILOGA J: Skripta za urejanje genov susD v skupke po podobnosti. 
 
Skripta uporabi datoteke z vrednostmi podobnosti BLAST vsakega gena za SusD z 
vsakim genom SusD. 
#!/bin/sh 
cat *blastrezfilt > skupaj_blastrez 
cut -f 1,2,11 skupaj_blastrez > seq.abc 
mcxload -abc seq.abc --stream-mirror --stream-neg-log10 -stream-tf 'ceil(200)' -o 
seq.mci -write-tab seq.tab 
#mcl seq.mci -I 1.4 -use-tab seq.tab 
mcl seq.mci -I 2 -use-tab seq.tab 
#mcl seq.mci -I 4 -use-tab seq.tab 
#mcl seq.mci -I 6 -use-tab seq.tab 
#mcl seq.mci -I 8 -use-tab seq.tab 
for file in out.seq.mci* 
do 
cp $file vmesna 
N=1 
while [ `wc -l < vmesna` -gt 0 ] 
do 
echo -n " $N.podskupek \r"  
head -n 1 vmesna > a 
b=`awk '{ print NF}' a` 
cat a | tr "\t" "\n" | sort > c 
mv c "$N".skupek"$b" 
sed -i 1d vmesna 
N=$((N+1)) 
done 
paste `ls | grep skupek | sort -n| tr "\n" " "` > "$file"rez_stolpec 
#rm *podskupek* 
done 
rm vmesna a 
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 PRILOGA K: Slike agaroznih gelov. 
 
Vsa izražanja so narejena v sevu TOP10 bakterije E.coli. Lestvica na gelih je Thermo 
Scientific™ O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). 
 
 
Gel izolacije genomske DNA. 
 
Elektroforezna gela treh ponovitev restrikcije plazmida pQE-80L z vstavljenim genom 
3799, enako z genom 3857. Vsa DNA je cepljena z restriktazo BamHI. Prazen plazmid 
ima okoli 4500 bp, gena pa sta velika okoli 1500 baznih parov. 
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Elektroforezni gel po reakciji PCR. Prikazana sta pomnožena gena 3799 in 3857 
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PRILOGA L: Preverjanje utekočinjenja substrata s celičnim ekstraktom. 
 
 
Preverjanje utekočinjenja agaroze z nizko temperaturo taljenja. Poleg 0,8-odstotne 
agaroze v 0,5-kratnem pufru TBE prve tri mikrocentrifugirke vsebujejo ekstrakt seva z 
genom 3799, druge tri ekstrakt seva z genom 3857, tretje tri vsebujejo ekstrakt seva 
brez plazmida, naslednje tri vsebujejo le ekstrakcijski pufer, zadnja pa nič. 
 
 
Preverjanje utekočinjenja karagenana z nizko temperaturo taljenja. Poleg enoodstotnega 
agaroze v 0,5-kratnem pufru TBE prve tri mikrocentrifugirke vsebujejo ekstrakt seva z 
genom 3799, druge tri ekstrakt seva z genom 3857, tretje tri vsebujejo ekstrakt seva 
brez plazmida, naslednje tri vsebujejo le ekstrakcijski pufer, zadnja pa nič. 
 
